This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 



BEST AVAILABLE IMAGES 



Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 



BLACK BORDERS 

TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
FADED TEXT 
ILLEGIBLE TEXT 
SKEWED/SLANTED IMAGES 
COLORED PHOTOS 

BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 
GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



i 
l 



I 



I 



PCT/FR00/00427 



.OtyfTE DE CQ -' ERATION EN MATIERE fX.- 



EVETS 



PCT 


Destinataire: 


MOTIFICATION D'ELECTION 


Assistant Commissioner for Patents 

i r**. * ~ ~ Ont-Ant onri Trademark 
United States Patent ana \ '<iu ciliaMV 


(r£gle61.2du PCT) 


Office 
Box PCT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 


Hats <v<»*n£dition (iour/mois/annee) 
09octobre 2000 (09.10.00) 


en sa qualite d'office elu 


Demande Internationale no 

PCT/FR00/00427 

Date du depot international (jour/mois/annee) 

21 fevrier 2000 (21 .02.00) 


Reference du dossier du deposam ou du ...diwdui 
B 13405.3MDT 

Date de priorite Qour/mois/annee) 

22 fevrier 1999 (22.02.99) , 


Deposant 




MARCIACQ, Florence etc 





1 L'office design* est avise de son election qui a ete faite: 

J international le: 

10 aout 2000 (10.08.00) 



| | dans une declaration visant une election 



ulterieure deposee aupres du Bureau international le: 



2. Selection [x] a ete faite 



avant I'expiratioi 
a la regie 32.2b). 



j | n'a pas ete faite 
n d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque 



la regie 32 s'applique, dans le delai vise 



Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 



no de telecopies: (41-22) 740.14.35 
Formulaire FCT/IB/331 (juiiiet 1992) 



Fonctionnaire autorise 

Henrik Nyberg 

node telephone: (41-22) 338.83.38 



FR0000427 
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PfOfffTltec'd 2 2 2901 



TRAITE DE C( 



E RATI ON EN MATIERE D 1 



EVETS 



WO 00/50626 
PCT/FR00/00427 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 



AVIS INFORMANT LE DEPOSANT DE LA 
COMMUNICATION DE LA DEMANDE 
INTERNATIONALE AUX OFFICES DESIGNES 

(regie 47.1. c), premiere phrase, du PCT) 



Date d'expedition (jour/mois/annee) 

31 aoQt2000 (31.08.00) 



Destinataire: 

DES TERMES, Monique 
Brevatome 

3, rue du Docteur Lancereaux 
F-75008 Paris 
FRANCE 



BREVATOME 



0 8 SEP. 2000 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
B 13405.3MDT 


AVIS IMPORTANT 


Demande Internationale no 
PCT/FR00/00427 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
21 fevrier 2000 (21.02.00) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
22 fevrier 1 999 (22.02.99) 


Deposant 

COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE etc 



1. ti est notifie par la presente qu'a la date indiquee ci-dessus comme date d'expedition de cet avis, le Bureau international a 
communique^ comme le prevoit Tarticle 20, la demande internationale aux offices designes suivants: 

US 

Conformement a la regie 47.1. c), troisieme phrase, ces offices acceptent le present avis comme preuve determinate 
du fait que la communication de la demande internationale a bien eu lieu d la date d'expedition indiquee plus haut, et le 
deposant n'est pas tenu de remettre de copie de la demande internationale a Poffice ou aux offices designes. 

2. Les offices designes suivants ont renonce a I'exigence selon laquelle cette communication doit etre effectuee a cette date: 

CA,EP,JP 

La communication sera effectuee seulement sur demande de ces offices. De plus, le deposant n'est pas tenu de remettre 
de copie de la demande internationale aux offices en question (regie 49.1)a-bis)). 

3. Le present avis est accompagne d'une copie de la demande internationale publiee par le Bureau international le 
31 aout 2000 (31.08.00) sous le numero WO 00/50626 

RAPPEL CONCERNANT LE CHAPITRE II (article 31.2)a) et regie 54.2) 

Si le deposant souhaite reporter Pouverture de la phase nationale jusqu'a 30 mois (ou plus pour ce qui concerne certains 
offices) a compter de la date de priorite, la demande d'examen preliminaire international doit etre presentee a 
I'administration competente chargee de I'examen preliminaire international avant ('expiration d'un delai de 19 mois a 
compter de la date de priorite. 

II appartient exclusivement au deposant de veiller au respect du delai de 19 mois. 

II est a noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a son 
domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 

RAPPEL CONCERNANT L'OUVERTURE DE LA PHASE NATIONALE (article 22 ou 39.1)) 

Si le deposant souhaite que la demande internationale pro cede en phase nationale, il doit, dans le delai de 20 mois ou 
de 30 mois, ou plus pour ce qui concerne certains offices, accompiir les actes mentipnnes dans ces dispositions aupres 
de chaque office designe ou elu. 

Pour d'autres informations importantes concernant les delais et les actes a accompiir pour I'ouverture de la phase 
nationale, voir I'annexe du formulaire PCT/IB/301 (Notification de la reception de I'exemplaire original) et le volume II 
du Guide du deposant du PCT. 





Fonctionnaire autorise 




Bureau international de POMPI 






34, chemin des Col mbettes 


J. Zahra 




121 1 Geneve 20, Suisse 






no detelecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 




Formulaire PCT/IB/308 Quillet 1996) 




3485082 



I 



PCT/FROO/00427 

TRAITE DE^OPERATION EN MATIER^fc BREVETS 



PTO/PfifWci 22 AUG2C 

NOTIFICATION RELATIVE 
A LA PRESENTATION OU A LA TRANSMISSION 
DU DOCUMENT DE PRIORITE 

(instruction administrative 411 du PCT) 


flitinataire: 

DES TERMES, Monique 
Brevatome 

3, rue du Docteur Lancereaux 

F-75008 Paris 

FRANCE 


Date d'expedition (jour/mois/annee) 

24 mars 2000 (24.03.00) 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
B 13405.3MDT 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande Internationale no 
PCT/FROO/00427 


Date du de>6t international (jour/mois/annee) 

21 tevrier 2000 (21 .02.00) 


Date de publication internationale (jour/mois/annee) 

Pas encore pubii6e 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
22 f6vrier 1999 (22.02.99) 


Deposant 

COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE etc 



La date de reception (sauf lorsque les lettres "NR" figurent dans la colonne de droite) par le Bureau international du u d s 
documents de priorite correspondent a la ou aux demandes enumerees ci-apres est notifiee au deposant. Sauf indicati n 
contraire consistent en un asterisque figurant a cote d'une date de reception, ou les lettres 11 NR", dans la colonne de droite, 
le document de priority en question a ete presente ou transmis au Bureau international d'une maniere conforme a la 
regie 17.1. a) ou b). '/■rVI^'-f. 
Ce formulaire met a jour et remplace toute notification relative a la presentation ou a la transmission du document de priorM 
qui a ete envoy6e prec6demment. 

Un asterisqueC) figurant a cote d'une date de reception dans la colonne de droite signale un document de priority pres nt6 
ou transmis au Bureau international mais de maniere non conforme a la regie 17.1.a) ou b). Dans ce cas, rattention du 
deposant est appelee sur la regie 17.1.c) qui stipule qu'aucun office dSsigne ne peut decider de ne pas tenir compte de la 
revendication de priorit6 avant d'avoir donne au deposant la possibilite de remettre le document de priorite dans un delai 
raisonnable en I'espece. 

Les lettres "NR" figurant dans la colonne de droite signalent un document de priority que le Bureau international n'a pas 
recu ou que le deposant n'a pas demande a Toffice recepteur de preparer et de transmettre au Bureau international, 
conformement a la regie 17.1.a) ou b), respectivement Dans ce cas, rattention du deposant est appelee sur la regie I7.1.c) 
qui stipule qu'aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la revendication de priorite avant d'avoir d nne 
au deposant la possibility de remettre le document de priorite dans un delai raisonnable en I'espece. 



Date de priorite 



Demande de priont.6 n 



22 fevr 1 999 (22.02.99) 99/021 70 
27 sept 1999 (27.09.99) 99/12001 



Pavs. office regional ou 
office recepteur selon le PCT 

FR 
FR 



Date de reception du 
document d e priorite 

13 mars 2000(13.03.00) 
NR 





Fonctionnaire autorise: 




Bureau international de POMP1 






V 34, chemin des Colombettes 


Yolaine CUSSAC 




121 1 Geneve 20, Suisse 






no de telecopies (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38/x 




Formulaire PCT/IB/304 (juillet 1998) 




003189752 



•MS PASE BLANKS 



REQUETE PCT 



1/5 

Original (pourPRESENTATION) - imprime le 21.02.2000 11:58:29 AM 



B 13405.3MDT 



0 

0-1 


Reserve a ('office recepteur 
Demande internationale No. 




0-2 


Date du depot international 




0-3 


Nom de I'office recepteur et "Demande 
internationale PCT* 






0-4 

0-4-1 


Formulaire - PCT/RO/101 Requete 
PCT 

Prepare avec 


PCT-EASY Version 2.90 
(mis a jour 15.10.1999) 


0-5 


Petition 

Le soussigne requiert que la presente 
demande internationale soit traitee 
conformement au Traite de cooperation 
en matiere de brevets 




0-6 


Office recepteur (choisi par le 
deposant) 


Ins ti tut national de la propriete 
industrielle (France) (RO/FR) 


0-7 


Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 


B 13405. 3MDT 


I 


Titre de 1'invention 


PROCEDE DE FABRICATION DE 

MORPHOLINO-NUCLEOTIDES , ET UTILISATION 
DE CEUX-CI POUR L ! ANALYSE ET LE MARQUAGE 
DE SEQUENCES D'ACIDES NUCLEIQUES 


II 

11-1 
tl-2 
II-4 
II-5 

II-6 
II-7 
II-8 
II-9 


Deposant 

Cette personne est : 

Deposant pour 

Nom 

Adresse:- 

Nationalite (nom de I'Etat) . 
Residence (nom de I'Etat) 
No. de telephone 
No' de telecopieur: 


Deposant seulement 
Tous les Etats designes sauf US 
COMMISSARIAT A L 1 ENERGIE ATOMIQUE 
31-33, rue de la Federation 

France 

FR 

FR 

01 69 08 82 93 
01 69 08 82 92 


111-1 
111-1-1 

111-1-2 

lil-1-4 

IH-1-5 

111-1-6 
III-1-7 


Deposant et/ou inventeur 
Cette personne est : 

Deposant pour 

Nom 

Adresse: 

Nationalite (nom de I'Etat) 
Residence (nom de I'Etat) 


Deposant seulement 

Tous les Etats designes sauf US 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE 

SCIENTIFIQUE 

3, rue Michel Ange 

F-757 94 PARIS CEDEX 16 

France 

FR 

FR 



V 



TOB PAGE BLMSK 



(USPTO) 



/ 



METE PCT 



2/5 




111-3-6 
JII-3-7 

111-4-1 
III-4-2 
III-4-4 
HM-5 



III-4-6 
IU-4-7 

III-5 

111-5-1 

llf-5-2 
III-5-4 
MI-5-5 



ueposant et/ou invented 
Cette personne est : 
Deposant pour 

Norn (NOM DE FAMILLE, P r6 nom) 

Adresse: 



Nationalite (nom de I'Etat) 
Residence (n om de I'Etat) 

ueposant et/ou invente U r 
Cette personne est : 
Deposant pour 

Nom (NOM DE FAMILLE, Prenom) 

Adresse: 



Nationalite (nom de TEtat) 

Residence (nom de I'Etat) 

Deposant et/ou inventeur 
Cette personne est : 

Ueposant pour 

Nom (NOM DE FAMILLE, Prenom) 
Adresse: 



^naUpo^ ^ 02 2Qoo B13405.3MO, 
iteur " r . 




Nationalite (nom de I'Etat) 

Reside nce (nom de I'Etat) 

ueposant et/ou inventeur" 
Cette personne est : 

Deposant pour 

Nom (NOM DE FAMILLE, Prenom) 
Adresse: 



Nationalite (nom de TEtat) 
Residence (nom de I'Etat) 



111-6-6 
111-6-7 



Ueposant et/ou inventeur ^ 

Cette personne est : 

Deposant pour 

Nom (NOM DE FAMILLE, Prenom) 
Adresse: 



Nationalite (nom de I'Etat) 
Residence (nom de I'Etat) 



Deposant et inventeur 
US seulement 
MARC I ACQ , Florence 
6, rue Gambetta 
£3580 » FARE ^ otIVIERS 

FR 
FR 

Deposant et inventeur 

US seulement 

SAUVAIGO, Sylvie 

Le Noyaret 
F-38320 HERBEYS 
France 
FR 
FR 



Deposant et inventeur 
US seulement 
MOURET, Jean-Francois 
Montee du Pilet 
F- 3 85 00 COUBLEVIE 
France 
IFR 
FR 



osant et inventeur 
seulement 



Pep 

I OS 

ISSARTEL, Jean-Paul 
9 rue du Fournet 

F-38120 SAINT-EGREVE 

France 

FR 

FR 



Deposant et inventeur 

US seulement 

MOLKO, Didier 

Les Noyers Al . 1 

11 avenue de l a Gare 

F-38210 TULLINS 

France 

FR 

FR 
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B 13405.3MDT 



Mandataire ; Representant commun 
ou adresse pour la correspondance. 
La personne nommee ci-dessous est/ a 
ete designee pour agir au nom du ou 
des deposants aupres des auto rites 
internationales competentes, comme 
Nom (NOM DE FAMILLE, Prenom) 

Adresse: 



No. de telephone 
No de telecopieur: 
Courrier electronique: 



mandataire 



DES TERMES , Monique 
c/o BREVATOME 

3 , rue du Docteur Lancereaux 

F-75008 PARIS 

France 

01 53 83 94 00 
01 45 63 83 33 

spibrev@easynet.fr 



Designation d'Etats 



Brevet regional 

(d'autres formes de protection ou de 
traitement, le cas echeant, sont 
specifiees entre parentheses pour les 
Etats designes concernes) 



EP: AT BE CH&LI CY DE DK ES FI FR GB GR 
IE IT LU MC NL PT SE et tout autre Etat 
qui est un Etat contractant de la 
Convention sur le brevet europeen et du 
PCT 



Brevet national 

(d'autres formes de protection ou de 
traitement, le cas echeant, sont 
specifiees entre parentheses pour les 
Etats designes concernes) 



CA JP US 



Declaration concernant les 
designations de precaution 
Outre les designations faites sous les 
rubriques V-1, V-2 et V-3, le deposant 
fait aussi, conformement a la regie 
4.9.b), toutes les designations qui 
seraient autorisees en vertu du PCT, a 
I'exception de toute designation(s) 
indiquee(s) dans la rubrique V-6 
ci-dessous. Le deposant declare que ces 
designations additionnelles sont faites 
sous reserve de confirmation et que 
toute designation qui n'est pas 
confirmee avant ('expiration d'un delai de 
15 mois a compter de la date de priorite 
sera consideree comme retiree par le 
deposant a I'expiration de ce delai. 



Exclusion(s) des designations de 
precaution 



NEANT 



Revendication de priorite d'une 
demande nationale anterieure 
Date du depot 

Numero 

Pays 



22 fevrier 1999 (22.02.1999) 

99 02170 

FR 



Revendication de priorite d'une 
demande nationale anterieure 
Date du depot 

Numero 

Pays 



27 septembre 1999 (27.09.1999) 
99 12001 

FR 
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B 13405.3MDT 



VU-1 


Administration chargee de la 

rArhprrhp Internationale ehoi^ip 


Office europeen des brevets (OEB) 
(ISA/EP) 


VII-2 

VI 1-2-1 
VII-2-2 
VII-2-3 


Demande d'utilisation des resultats 
d'une recherche anterieure; mention 
de cette recherche 
Date 

Numero 

Pays (ou office regional) 


12 novembre 1999 (12 

FA 576591 

EP 


.11.1999) 


VIII 


Bordereau 


Nombre de feuilles 


Dossier(s) etectronique(s) joint(s) 


VIII-1 


Requete 


5 




VIII-2 


Description 


54 




VIII-3 


Revendications 


8 




VIII-4 


Abrege 


1 


abr-b!3405mdt. txt 


VIII-5 


Dessins 


3 




VIII-7 


TOTAL 


71 




Elements joints 


Document(s) papier joint(s) 


Dossier(s) electronique(s) jotntfs) 


VIII-8 


Feuille de calcul des taxes 






VIII-10 


Copie du pouvoir general 


reference n° PG07085 




Vlll-12 


Document(s) de priorite 


Element (s) VI-1 




VIII-16 


Disquette PCT-EASY 




disquette 


Vlll-17 


Autre (preciser) : 


LISTE DES 
MANDATAIRE S 
BREVATOME 




Vlll-18 


Figure des dessins qui doit 
accompagner t'abrege 


/ 


VIII-19 


Langue de depot de la demande 
international 


fran9ais 


IX-1 


Signature du deposant ou du 
mandataire 






IX-1-1 


Norn (NOM DE FAMILLE, Prenom) 


DES TERMEfs7 Monique 




RESERVE A UOFFICE RECEPTEUR 


10-1 


Date effective de reception des 
pieces supposees constituer la 
demande internationale 




10-2 

10-2-1 

10*2-2 


Dessins: 
Recus 
non recus 




10-3 


Date effective de reception, rectifiee 
en raison de la reception ulterieure, 
mais dans les delais, de documents 
ou de dessins completant ce qui est 
suppose constituer la demande 
internationale: 




10-4 


Date de reception, dans les delais, 
des corrections demandees selon 
rarticle 11.2) du PCT 





REQUETE PCT 
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B 13405.3MDT 



10-5 


Administration chargee de la 
recherche international 


ISA/EP 


10-6 


Transmission de la copie de 
recherche dtfferee jusqu'au paiement 
de la taxe de recherche 




RESERVE AU BUREAU INTERNATIONAL 


11-1 


Date de reception de I'exemplaire 
original par le Bureau international 
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(Cette feuille ne fait pas partie de la demande Internationale ni ne compte comme une feu tile de celle-ci) 



0 


Reserve a I'office recepteur 




0-1 


Demande Internationale No. 




0-2 


Timbre a date de I'office recepteur 





0-4 
0-4-1 


Formulaire - PCT/RO/101 (Annexe) 
Feuille de calcul des taxes PCT 
Prepare avec 


PCT-EASY Version 2.90 
(mis a jour 15.10.1999) 


0-9 


Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 


B 13405. 3MDT 


2 


Deposant 


COMMISSARIAT A L 1 ENERGIE ATOMIQUE , et 
al. 


12 

12-1 
12-2 
12-3 

12-4 
12-5 
12-6 
12-7 
12-8 

12-9 

12-10 

12-11 

12-12 
12-13 


Calcul des taxes prescrites 


Montant total des 
taxes/multiplicateur 


Montant total (FRF) 




Taxe de transmission T 




400 




Taxe de recherche S 




6 198.79 




Taxe Internationale 
Taxe de base 
(30 premieres feuilles) b1 


2 682.86 




Feuilles suivantes 


41 


Montant additionnel (X) 


59.04 


Montant total additionnel b2 


2 420.64 


b1 + b2 = B 


5 103.5 


Taxes de designation 

Klnmhrp rie* H*»«t in nations inHinnppc 

dans la demande internationale 


4 


Nombre de taxes de designations 
dues (maximum 10) 


4 


Montant de la taxe de (X) 
designation 


577.24 


Montant total des taxes de D 
designation 


2 308.96 


Reduction de taxe PCT-EASY R 


-826.51 


Montant total de la taxe I 
internationale (B+D-R) 




6 585.95 




12-17 


TOTAL DES TAXES DUES (T+S+l+P) 




13 184.74 




12-19 


Mode de paiement 


autorisation de debiter un compte de 
depot 


12-20 


Instructions concernant le compte de 
depot 

L' office recepteur: 


Ins ti tut national de la propriete 
industrielle (France) (RO/FR) 


12-20t1 


est autorise a debiter mon compte de 
depot du total des taxes indique 
ci-dessus 


S 
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12-20-2 


est auto rise a debrter mon compte de 
depot de tout montant manquant, ou a le 
crediter de tout excedent. dans le 
paiement du total des taxes tndique 
ci-dessus 




12-21 


Compte de depot No. 


024 


12-22 


Date 


21 fevrier 2000 (21.02.2000) 


12-23 


Norn et signature 


WAGNER Sylvia 


MESSAGES DE VALIDATION ET REMARQUES 


13-2-1 


Messages de validation 
Requete 


Vert? 

Le titre de 1 1 invention doit etre bref 
et precis. Priere de verifier. 


13-2-2 


Messages de validation 
Etats 


Vert? 

11 est possible d'effectuer davantage de 
designations. Priere de verifier. 


13-2-6 


Messages de validation 
Bordereau 


Vert? 

Priorite 2 : Le document de priorite 
n'est pas joint. (Le deposant doit le 
fournir dans un delai de 16 mois a 
compter de la date de priorite la plus 
ancienne revendiquee ) 


1 3-2-8 


Messages de validation 
Paiement 


Vert? 

Priere de verifier que vous avez bien un 
compte de depot aupres de 1' office 
recepteur . 
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TRAITE &E COOPERATION EN MAI 



* 




BREVETS 



Expediteur : ^'ADMINISTRATION CHARGEE DE 
LA RECHERCHE INTERNATIONALE 



Destinataire 

BREVATOME 

A 1 'att. de Des Termes, Monique 
3, rue du Docteur Lancereaux 
F-75008 Paris 
FRANCE BREVATOME 



3 0 JUIN 2000 



3, rue du Docteur Lancereaux 
t * n n r P A R [ S. 



POT 

NOTIFICATION DE TRANSMISSION DU 
RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
OU DE LA DECLARATION 



(r£gle 44.1 du PCT) 



Date d'expedition 
(jour/mois/annee) 



28/06/2000 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 

B 13405 . 3MDT 



POUR SUITE A DONNER 

voir les paragraphes 1 et 4 ci-apres 



Demande Internationale n° 

PCT/FR 00/00427 



Date du depot international 
(Jour/mois/annee) 21/02/2000 



Deposant 

COMMISSARIAT A L ' ENERGIE ATOM I QUE et al 



1 . [^J tt est notifie au deposant que le rapport de recherche internationale a ete etabli et lui est transmis ci-joint. 

Depot de modifications et d'une declaration selon I'article 19 : 

Le deposant peut, s'il le souhaite. modifier les revendications de la demande internationale (voir la regie 46): 

Quand? Le delai dans lequet les modifications doivent etre deposees est de deux mois a compter de la date de 

transmission du rapport de recherche internationale ; pour plus de precisions, voir cependant les notes 
figurant sur la feuille d'accompagnement. 

Ou? Directement aupres du Bureau international de I'OMPI 

34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneve 20. Suisse 
n° de telecopies: (41-22)740.14.35 

Pour des instructions plus detail lees, voir les notes sur la feuille d'accompagnement. 

2. I I II est notifie au deposant qu'il ne sera pas etabli de rapport de recherche internationale et la declaration a cet effet. prevue 
' — ' a I'article 17. 2)a). est transmise ci-joint. 

3. I I En ce qui concerne la reserve pouvant etre formulee. conformement a la regie 40.2, a regard du paiement d'une ou 
' — ' de plusieurs taxes additionnelles, il est notifie au deposant que 

□ la reserve ainsi que la decision y relative ont ete transmises au Bureau international en meme temps que la requete 
du deposant tendant a ce que le texte de la reserve et celui de la decision en question soient notifies aux offices 
designes. 

| | la reserve n'a encore fait I'objet d'aucune decision; des qu'une decision aura ete prise, le deposant en sera avise. 

4. Mesure(s) consecutive(s) : II est rappele au deposant ce qui suit: 

Peu apres Texpiration d'un delai de 18 mois a compter de la date de priorite, la demande internationale sera publiee par le 
Bureau international. Si le deposant souhaite eviter ou differer la publication, il doit faire parvenir au Bureau international 
une declaration de retrait de la demande internationale, ou de la revendication de priorite. conformement aux regies 
906/5.1 et 90D/S.3, respectivement, avant I'achevement de la preparation technique de la publication internationale. 

Dans un delai de 19 mois a compter de la date de priorite, le deposant doit presenter la demande d'examen preliminaire 
international s'il souhaite que I'ouverture de la phase nationale soit reportee a 30 mois a compter de la date de priorite 
(ou meme au-dela dans certains offices). 

Dans un delai de 20 mois a compter de la date de priorite. le deposant doit accomplir les demarches prescrites pour I'ouverture 
de la phase nationale aupres de tous les offices designes qui n'ont pas ete elus dans la demande d'examen preliminaire 
international ou dans une election ulterieure avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou 
qui ne pouvaient pas etre elus parce qui Is ne sont pas lies par le chapitre II. 



Norn et adresse postale de ('administration chargee de la 
recherche internationale 

^ Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
^jvA NL-2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl t 


Fonctionnaire autorise 

Andria Overbeeke-Si epkes 


Formulaire PCT/lSA/220 (juillet 1998) 


(Voir les notes sur la feuille d'accompagnement) 
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Lea present os notes sont destinees a donner les instructions essen belles concemant le depot de modifications seton 
t'articie 19. Les notes sont f on dees sur les exigences du Trarte de cooperation en matiere de brevets (PCT), du reglement 
d'execution et des instructions admintstratives du PCT. En cas de d*ergence entre les presentes notes et ces exigences, oe sont 
ces demieres qui pnment. Pour de plus amples renseignements, on peut aussi consulter le Guide du deposant du PCT, qui est une 
publication de I'OMPI 



Oans les presentes notes, les termes "article", "regie" et Instruction" renvoierrt aux dispositions du trait e, de son reglement 
d'execution et des instructions admintstratives du PCT, respeotivement. 



INSTRUCTIONS CONCERNANT LES MODIFICATIONS SELON V ARTICLE 19 

Apres reception du rapport de recherche international, le deposant a la possibility de modifier une fois les revendications 
de la demands intemationaJe. On note r a ce pendant que, comma toutes les parties de la demande intemationale (revendications, 
description et desstns) peuvent etre modifiees au cours de la procedure d'examen prelim inai re international , il n'est generaJement 
pas neoessaire de deposer de modifications des revendications selon I'article 1 9 sauf, par exemple, au cas ou le deposant so uh arte 
que ces demieres soient publiees aux fins cfune protection provisoire ou a una autre raison de modifier les revendications avant 
la publication intemationale En outre, il convient de rappeler que robtention d'une protection provisoire n'est possible que dans 
certains Etats. 



Quelles parties de la demande Intemationale peuvent etre modrflees? 

Selon I'article 19, les revendications exclusivement. 

Durant la phase intemationale, les revendications peuvent aussi etre modifiees (ou modifies* a nouveau) selon 

Tartioie 34 aupres de ('administration chargee de l examen preliminaire international La description et les dessins 

ne peuvent etre modifiees que selon I* article 34 aupres de I'administration chargee de I'examen preliminaire international 

Lors de t'ouverture de la phase nationals, toutes les parties de la demande intemationale peuvent dt re modifiees selon 
('article 28 ou, le cas echeant, selon i'article 41 \ 



Ouand? Oans un delai de deux mois a compter de la date de transmission du rapport de recherche intemationaJe ou de 16 mots 

a compter de la date de priorite, selon 1'echeance la plus tardive. II convient Dependant de noter que les modifications 
seront re pu tees avoir ete recues en temps voulu si elles parviennent au Bureau in tern at ion aJ apres I'expiration du delai 
applicable mais avant I'achevement de la preparation technique de la publication intemationale (regie 46.1). 



Oil ne pas deposer les modifications? 

Les modifications ne peuvent dtre deposees qu aupres du Bureau international, elles ne peuvent etre deposees ni 
aupres de ('office recepteur ni aupres de I'administration chargee de la recherche intemationaJe (regie 46 2) 

Lorsqu'une demande d'examen preliminaire international a ete/est deposee, voir plus loin. 



Comment? Sort en supprimant entierement une ou plusieurs revendications, soit en ajoutant une ou plusieurs revendications 
. nouvetles ou encore en modi riant le texte d'une ou de plusieurs des revendications telles que deposees. 

line feuille de remplacement doit dtre remise pour chaque feuilte des revendications qui, en raison d'une ou de 
plusieurs modifications, differe de la feuille initiaJement deposee. 

Toutes les revendications figurant sur une feuille de remplacement doivent etre numerotees en chiffres arabes. Si 
une revendication est supprimee, il n'est pas obiigatoire de renumeroter les autres revendications. Chaque fois que 
des revendications sont renumerotees, elles doivent I'etre de facon continue (instruction 205. b)). 

Les modifications doivent etre effectuees dans la langue dans laquelle la demande Intemationale est publlee. 



Quels documents dolvent/peuvent accompagner les modifications? 
Lettre (Instruction 205. b)): 

Les modifications doivent dtre accompagnees d'une lettre. 

La lettre ne sera pas pubiiee avec la demande intemationale et les revendications modifiees. Elfe ne doit pas etre 
confondue avec la "declaration selon I'article 19.1)" (voir plus loin sous "Declaration selon I'article 19.1)"). 

La lettre dolt etre redlgee en anglais ou en francals, au cholx du deposant. Cependant, si la langue de la demande 
International est P anglais, la lettre dolt etre redlgee en anglais; si la langue de la demande Internationale est le 
francals, la lettre dolt etre redlgee en francals. 



Ntotes relatives au formulaire PCT/IS A/220 (premiere feuille) (janvier 1994) 
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La lettre doit indiquer lea differences existant entre lee revendications telles que deposees et les revendications telle s 
que modifiees. Elle doit indiquer en particulier, pour chaque revert dication figurant dans la demande intemationaJe 
(etant entendu que des indications tdentiques concemant plusieurs revencS cations peuvent etre groupees), si 

i) la revendication n'est pas modi fie e, 

it} la revendication est supprimee; 

iii) la revendication est nouvelle; 

iv) la revendication remptaoe une ou plusieurs revendications teJles que deposees; 

v) la revendication est le resultat de la division d'une revendication telle que depose*. 



Les exempt es sulvants lllustrent la manlere dont les modifications dol vent etre expilquees dans la lettre 
d'accompagnement: 

1 [Lorsque (e nombre des revendications deposees initial em ent s'elevait a 43 et qu'a la suite d'une modification de 
oertaines revendications it s'eleve a 51 J: 

"Revendications 1 a 15 rempiacees par les revendications modifiees port ant les m ernes numeros; revendications 
30, 33 et 36 pas modifiees; nouvelles revendications 49 a 51 ajoutees." 

2. [Lorsque le nombre des revendications deposees inrtiaJement s'elevait a 1 5 et qu'a la suite d'une modification de 
toutes les revendications il s'eleve a 1 1 ] : 

Revendications 1 a 15 rempiacees par les revendications modifiees 1 a 1 1 ." 

3. [Lorsque le nombre des revendications deposees inrtiaJement s'elevait a 1 4 et que les modifications consistent a 
supprimer certaines revendications et a en ajouter de nouvelles): 

"Revendications 1 a 6 et 1 4 pas modjfiees; revendications 7 a 1 3 supprimees; nouvelles revendications 1 5,16 et 
17 ajoutees." ou 

"Revendications 7 a 13 supprimees; nouvelles revencfcattons 15, 16 et 17 ajoutees; toutes les autres revendications 
pas modifiees." 



4. [Lorsque plusieurs sortes de modifications sont faites]: 

"Revendications 1 -10 pas modifiees; revendications 11 a 13, 18 et 19 supprimees; revendiationa 14, 15 et 16 
rempiacees par la revendication modifiee 14; revendication 17 divisee en revendications modifiees 15, 16 et 1 7; 
nouvelles revendications 20 et 21 ajoutees." 



"Declaration selon r article 19.1)" (Regie 46.4) 

Les modifications peuvent etre accompagnees cTune declaration expliquant les modifications et precisant I'incidence 
que ces de mi ere a peuvent avoir sur la description et sur les dessins (qui ne peuvent pas etre modifies selon 
I'article 19.1)). 

La declaration sera puWiee avec la demande intemationale et les revendications modifiees. 
Elle dolt etre redlgee dans la langue dans I aqua He la demandelntematlonale est publlee, 
Elle doit etre auccincte (ne pas de passer 500 mots si elle eat etablte ou traduite en anglais). 

Elle ne doit pas etre con fondue avec la lettre expliquant les differences existant entre les revendications telles que 
deposees et les revendications telles que modifiees, et ne la remptace pas. Elle doit ftgurer sur une feuille distincte et 
dort etre munie d*un trtre permettant de I'identifier com me telle, constttue de preference des mots "Declaration selon 
I'article 19.1)" 

Elle ne doit contenir aucun commentaire den ig rant relatif au rapport de recherche intemationale ou a la pertinence des 
citations que ce dernier contient. Elle ne peut se referer a des citations se rapport ant a une revendication donnee et 
oontenues dans le rapport de recherche intemationale qu'en relation avec une modification de oette revendication. 



Consequence du fait qu'une demande tfexamen prelimlnaire International aft deja ete presentee 

Si, au moment du depot de modifications effeotuees en vertu de I'article 19, une demande d'examen preliminaire 
international a deja. ete presentee, le deposant doit de preference, tors du depot des modifications aupres du Bureau 
international, deposer egalement une copie de ces modifications aupres de ('administration charges de I'examen 
preliminaire international (voir la regie 62 2a), premiere phrase). 



Consequence au regard de la traduction de la demande Internatlonalelors de l*ou vertu re de la phase natlonale 

L'attention du deposant est appelee sur le fart qu'il peut avoir a remettre aux offices designes ou elus, lore de I'ouverture 
de la phase nation ale, une traduction des revendications telles que modifiees en vertu de I'article 1 9 au lieu de la 
traduction des revendications telles que deposees ou en pi us de oelle-ci. 

Pour plus de precisions sur tea exigences de chaque office destgne ou elu, voir le volume II du Guide du deposant 
du PCT. 
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TRAITE Dt: CC| 



RATION EN MATIERE DE BR 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 1 8 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 
B 13405. 3MDT 


POUR SUITE voir ,a notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/IS A/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande internationale n° 
PCT/FR 00/00427 


Date du depot internationaltfour/mo/s/annee,) 

21/02/2000 


(Date de priorrte (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

22/02/1999 


Deposant 

COMMISSARIAT A L'ENERGIE AT0MIQUE et al . 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par r administration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a I' article 1 8. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 3 feuilles. 

[X] II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatrf a I'etat de la technique qui y est crte. 



1. Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 



2. 
3. 



□ 



la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a 1'administration. 



En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acldes amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant), 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



contenu dans la demande internationale, sous forme ecrrte. 

deposee avec la demande internationale, sous forme ddchiffrable par ordinateur. 

remis urterieurement a radministration, sous forme ecrrte. 

remis urterieurement a radministration, sous forme dechrffrable par ordinateur. 

La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni urterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sorrt identiques a cedes 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

II a et£ estlme* que certalnes revendlcatlons ne pouvalent pas falre I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 



II y a absence d'unlte* de l lnventlon (voir le cadre II). 



V 



En ce qui concerne le tltre, 

I I le texte est approuve tel qu'il a et6 remis par le deposant. 
|~X"| Le texte a ete etabli par 1'administration et a la teneur suivante: 

PR0CEDE DE FABRICATION DE M0RPH0LIN0-NUCLE0TIDES, ET LEUR UTILISATION POUR 
L' ANALYSE ET LE MARQUAGE DE SEQUENCES D'ACIDS NUCLEIQUES 

En ce qui concerne l'abrege\ 

[Y] ,e texte est approuve tel qu'il a etd remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par radministration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a 1'administration dans un delai d'un mois a compter de la date d'expedrtion du present rapport 
de recherche internationale. 

La figure des desslns a publier avec I'abrege est la Figure n° * 

I I suggeree par le deposant. 
I I parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 
I I parce que cette figure caracterise mieux I* invention. 



Aucune des figures 
n'est a publier. 
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RAPPORT OE RECHERCHE INTERNATIONALE 



ERCHE INTERNATIONALE it| 



Internationale No 

PC^R 00/00427 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET OE LA DEMANOE 

CIB 7 C12P19/34 C12Q1/68 C07H21/00 



Selon la classification intern ationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification rationale et la CIB 

B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation minim ale consultee (systems de classification suivi des sym boles de classement) 

CIB 7 C12P C12Q C07H 

Documentation consultee autre que la documentation mini male dans la mesure ou ces documents rel event des domaines sur lesquels a porte la recherche 
Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche intemationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

WPI Data, PAJ, CHEM ABS Data, BIOSIS 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ° Identification des documents cites, avec t le cas echeant, I 'indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



WO 95 07907 A (COMMISSARIAT ENERGIE 
ATOM I QUE ; CENTRE NAT ETD SPATIALES (FR); 
M0LK) 23 mars 1995 (1995-03-23) 
♦Resume* 

♦Figs, des pages 4, 14 and 15+. 
♦Revendications 1, 4 and 8.* 

US 4 515 781 A (TORRENCE PAUL F ET AL) 
7 mai 1985 (1985-05-07) 
colonne 3; figure I 

colonne 4, ligne 31 -colonne 5, ligne 29 
colonne 5, ligne 61 - ligne 66 

-/-- 



12-17 



12-17 



j )( j Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciaJes de documents cites: 

"A" document definissant 1'etat general de la technique, non 

considere com me particulierement pertinent 
"E" document anterieur, mais puttie a la date de depot international 

ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant la date de depdt international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



T" document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour com prendre le principe 
ou la theorie constituant la base de ('invention 

"X" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne petit 
etre consideree comme nouvetle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document conside>e isolernent 

"Y" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
Eorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme f ami lie de brevets 



Date a laquelle la recherche intemationale a ete effectivement achevee 

21 juin 2000 


Date d'expedition du present rapport de recherche intemationale 

28/06/2000 


Nom et adresse postale de 1'administration chargee de la recherche intemationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 581 8 PatentJaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

Mata Vicente, T. 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 




D^^^A? Internationale No 

P^^FR 00/00427 



C(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categorte ° Identification des documents cites, avec,le cas echeant, rind teat londes passages pertinents 



no. des revendications visees 



BROWN ET AL. : "The Reduction of the 
Adduct of Periodate-oxidi sed Adenosine-5' 
Phosphate and Methyl ami ne . " 
J. CHEM. SOC, 

1965, pages 5072-5073, XP002121978 
page 5072 

GIRAULT ET AL.: "Use of 
Morphol inonucleosides to Conjugate 
Oxidised DNA Bases to Proteins." 
BI0C0NJUGATE CHEM. , 

vol. 7, 1996, pages 445-450, XP002121979 
page 445; figure 1 
page 448; figure 2 

MARCIACQ ET AL. : "Synthesis and enzymatic 
incorporation of Morphol i no 
thymidine-5' -triphosphate in DNA 
fragments. " 
TETRAHEDRON LETT., 

vol. 40, 18 juin 1999 (1999-06-18), pages 

4673-4676, XP004167188 

page 4673 -page 4674; figure 1 



16 



16 



I- 7, 

II- 17 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Infoi^^^B on patent family members 



nat Application No 

R 00/00427 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



WO 9507907 



23-03-1995 



FR 
DE 
0E 
EP 
JP 
US 



2710068 
69415030 
69415030 
0719265 
9506858 
5721341 



US 4515781 



07-05-1985 



JP 
JP 
JP 



1053880 B 
1575633 C 
59205394 A 



24-03-1995 
14-01-1999 
10-06-1999 
03-07-1996 
08-07-1997 
24-02-1998 



15-11-1989 
24-08-1990 
20-11-1984 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 
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TRAIT 



COOPERATION EN MATIER 



BREVETS 



Expediteur : L ADMINISTRATION CHARGEE DE 
~ *!£A Q5£tetER,QliEINTERNATIONALE 



Destinataire 
BREVATOME 

A l'att. de Des Termes, Monique 
3, rue du Docteur Lancereaux 
F-75008 Paris 
FRANCE 



BREVATOME 



3 0 JUIN 2000 



3, rue du Docteur Lancereaux 
-r * n n « PARIS 



PCT 



NOTIFICATION DE TRANSMISSION DU 
RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
OU DE LA DECLARATION 

(regie 44.1 du PCT) 



Date d'expedition 
(jour/mois/annee) 



28/06/2000 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 

B 13405. 3MDT 



POUR SUITE A DONNER 

voir les paragraphes 1 et 4 ci-apres 



Demande internationale n° 

PCT/FR 00/00427 



Date du depot international 
(jour/mois/annee) 21/02/2000 



Deposant 



COMMISSARIAT A L'ENERGIE AT0MIQUE et al . 



1 . [^] It est notifie au deposant que le rapport de recherche internationale a ete etabli eMui est transmis ci-joirrt. 

Depot de modifications et d'une declaration selon ('article 19 : 

Le deposant peut, s'il le souhaite, modifier les revendications de la demande internationale (voir la regie 46): 

Quand? Le delai dans lequel les modifications doivent etre deposees est de deux mois a compter de la date de 

transmission du rapport de recherche internationale ; pour plus de precisions, voir cependant les notes 
figurant sur la feuille d'accompagnement. 

Oil? Directement aupres du Bureau international de I'OMPI 

34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneve 20. Suisse 
n° de telecopies: (41-22)740.14.35 

Pour des instructions plus detaillees, voir les notes sur la feuille d'accompagnement. 

2. I I H est notifie au deposant qu'il ne sera pas etabli de rapport de recherche internationale et la declaration a cet effet. prevue 
' — ' a I'article 17.2)a). est transmise ci-joint. 



□ En ce qui concerne la reserve pouvant etre formulee. conformement a ta regie 40.2, a regard du paiement d'une ou 
de plusieurs taxes additionnelles, il est notifie au deposant que 

□ la reserve ainsi que la decision y relative ont ete transmises au Bureau international en meme temps que la requete 
du deposant tendant a ce que le texle de la reserve et celui de la decision en question soient notifies aux offices 
designes. 

| [ la reserve n'a encore fait I'objet d'aucune decision: des qu'une decision aura ete prise, le deposant en sera avise. 
Mesure(s) consecutive(s) : II est rappele au deposant ce qui suit: 

Peu apres I'expiration d'un delai de 18 mois a compter de la date de priorite, la demande internationale sera publiee par le 
Bureau international. Si le deposant souhaite eviter ou differer la publication, il doit faire parvenir au Bureau international 
une declaration de retrait de la demande internationale, ou de la revendication de priorite. conformement aux regies 
90bisA et 90O/S.3. respectivement, avant I'achevement de la preparation technique de la publication internationale. 

Dans un delai de 19 mois a compter de la date de priorite, le deposant doit presenter la demande d'examen preliminaire 
international s'il souhaite que I'ouverture de la phase nationale soit reportee a 30 mois a compter de la date de priorite 
(ou meme au-dela dans certains offices). 

Dans un delai de 20 mois a compter de la date de priorite, le deposant doit accomplir les demarches prescrites pour I'ouverture 
de la phase nationale aupres de tous les offices designes qui n'ont pas ete elus dans la demande d'examen preliminaire 
international ou dans une election ulterieure avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou 
qui ne pouvaient pas etre elus parce qu f ils ne sont pas lies par le chapitre II. 





Norn et adresse postale de I'administration chargee de la 
recherche internationale 

Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patenttaan 2 
JJft NL-2280 HV Rijswijk 
, QjJI Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
•ZZS Fax: (+31-70) 340-30 1fi 


Fonctionnaire autorise 

Andria Overbeeke-Si epkes 



Formulaire PCT/lSA/220 (juillet 1998) 
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NOTES RELATIVES AU FORMULAIRE PCT/ISA/220 



Les presentes notes sont destinees a donner les instructions essentiefles ooncemant le depot de modifications selon 
Tarticle 19. Les notes sont f on dees sur les exigences du Trarte de cooperation en matiere de brevets (PCT), du reglement 
d execution et des instructions admintstratives du PCT. En cas de divergence entre les presentes notes et ces exigences, ce sont 
ces demieres qui pnment Pour de plus am pies renseign ©merits, on peut aussi consutter le Guide du deposant du PCT t qui est une 
publication de TOM PI. 



Dans les presentes notes, les terrnes "article*, 'regie* et Instruction* renvoient aux dispositions du trait© , de son reglement 
d'execution et des instructions admintstratives du PCT, respectrvement. 

INSTRUCTIONS CONCERN A NT LES MODIFICATIONS SELON L* ARTICLE 19 

Apres reception du rapport de recherche intern at ion ate, le deposant a la possibility de modifier une fois les revendications 
de la demand© international© On notera ce pendant que, comme toutes les parties de la demande Internationale (revendications, 
description et dessins) peuvent etre modifiees au cours de la procedure dexamen preliminaire irrtemationaJ, il n'est generaJement 
pas neoessatre de de poser de modifications des revendications selon t'article 1 9 sauf, par exemple, au cas ou le deposant souhaite 
que ces demieres soient publiees aux fins dune protection provisoire ou a une autre raison de moolfier les revendications avant 
la publication international En outre, tl convient de rappeier que Tobtention d'une protection provisoire n'est possible que dans 
certains Etats. 



Quelle* parties de la demande Internationale peuvent etre modifiees? 

Selon I' article 19, les revendications exclusivement. 

Durant la phase intern at ion ale, les revendications peuvent aussi etre modifiees (ou modifiees a nouveau) selon 

Tarticle 34 aupres de laornintstrabon chargee de l examen preliminaire international La description et les dessins 

ne peuvent etre modifiees que selon Tarticle 34 aupres de ('administration chargee de l examen preliminaire international. 

Lors de I'ouverture de la phase nation ale, toutes les parties de la demande intern at ion ale peuvent etre modifiees selon 
Particle 28 ou, le cas echeant, selon Tarticle 41 . , 



Ouand? Dans un delai de deux mois a compter de la date de transmission du rapport de recherche irrtemationaJ© ou de 16 mors 

a compter de la date de priorite, selon Techeance la plus tardive. II oonvient oependant de noter que les modifications 
seront re put ee a avoir ete recues en temps voulu si ©lies parviennent au Bureau international apres (expiration du delai 
applicable mais avant Tachevement de la preparation technique de la publication intemationate (regie 46.1). 



Oil ne pas deposer les modifications? 

Les modifications ne peuvent etre deposees qu'auprea du Bureau international; elles ne peuvent etre deposees ni 
aupres de ('office reoepteur ni aupres de I' administration chargee de la recherche international© (regie 46.2). 

Lorsqu'une demande dexamen preliminaire international a ete/est deposee, voir plus loin. 



Comment? Sort en supprimant entierement une ou plusieurs revendications, soit en ajoutant une ou plusieurs revendications 
. nouvelles ou encore en modifiant le text© d'une ou de plusieurs des revendications telles que deposees. 

Une feuille de remplacemenl doit etre remise pour chaque feuille des revendications qui, en raison d'une ou de 
plusieurs modifications, differ© de la feuille inrtiaJement deposee. 

Toutes les revendications figurant sur une feuille de remptacement doivent etre numerotees en chiffres arabes. Si 
une revondtcation est supprimee, il n est pas obligatoire de renumeroter les autres revendications. Chaque fois que 
des revendications sont renumerotees, elles doivent Tetre de facon continue (instruction 205. b)). 

Les modifications doivent etre effectuees dans la langue dans laquelle la demande Internationale est publlee. 



Quels documents doivent/ peuvent accompagner les modifications? 

Lettre (instruction 205.b)): 

. Les modifications doivent etre accompagnees d'une lettre. 

La lettre ne sera pas publiee avec la demande international© et les revendications modifiees. Ell© ne doit pas etre 
oonfondue avec la "declaration selon ('article 19.1)" (voir plus loin sous "Declaration selon Tarticle 19.1)*). 

La lettre dolt etre red I gee en anglais ou en f ran cats, au cholx du deposant. Cependant, si la langue de la demande 
Internationale est T anglais, la lettre dolt etre redlgee en anglais; si la langue de la demand Internationale est le 
francais, la lettre dolt etre redlgee en f ran cats. 



Notes relatives au formulaire PCT/ISA/220 (premiere feuille) (janvier 1994) 
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NOTES RELATIVES AU FORMULAIRE PCT/ISA/220 (suite) 



La lettre doit incfiquer lea differences exist ant entre les revendications telles que deposees et tes revendications telles 
que modifiees. Elle doit indiquer en particulier, pour chaque reven dication figurant dans la demande intern at ionale 
(etant entendu que dee indications identiques concern ant plusieurs revendications peuvent etre groupees), mi 

i) la revendication n'est pas modifiee; 

ii) la revendication est supprimee; 
iti) la revendication est nouvelle; 

iv) la revendication rem place une ou plusieurs revendications telles que deposees; 

v) la revendication est le resultat de la division d'une revendication telle que deposee. 



Les ex em pies aulvants lllustrent la manlere dont les modifications dot vent etre expliquees dans la lettre 
d'accompagnement: 

1 [Lorsque. le n ombre des revendications deposees inrtiaJement s e lev a ft a 48 et qu'a la suite d'une modification de 
certaines revencScations il s'eleve a 51): 

■Revendications 1 a 15 rempiaeees par les revendications modifiees port ant les memos numeros; revendications 
30, 33 et 36 pas modifiees; nouvelles revendications 49 a 51 ajoutees.* 

2. [Lorsque te nombre des revendications deposees inrtiaJement s'eievait a 1 5 et qu'a la suite d'une modification de 
toutes les revendications il s eleve a 1 1 ]: 

Revendications 1 a 15 rempiaeees par les revendications modifiees 1 a 11 ." • . 

3. (Lorsque le nombre des revendications deposees inrtiaJement s'eievait a 1 4 et que tes modifications consistent a 
suppnmer certaines revendications et a en ajouter de nouvelles]: 

"Revendications 1 a 6 et 14 pas modifiees; revendications 7 a 13 supprimees; nouvelles revendications 1 5,16 et 
17 ajoutees." ou 

"Revendications 7 a 13 supprimees; nouvelles revendications 15, 16 et 17 ajoutees; toutes les autres revendications 
pas modifiees." 



4. [Lorsque plusieurs sortes de modifications sent faites]: 

"Revendications 1-10 pas modifiees; revendications 11 a 13, 18 et 19 supprimees; revendiations 14, 15 et 16 
rempiaeees par la revendication modifiee 14; revendication .17 divisee en revendications modifiees 15, 16 et 17; 
nouvelles revendications 20 et 21 ajoutees." 



"Declaration selon Particle 19.1)" (Regie 46.4) 

Les modifications peuvent etre accompagnees cfune declaration expfiquant tes modifications et prectsant incidence 
que cea demieres peuvent avoir sur la description et sur les dessins (qui ne peuvent pas etre modifies selon 
I'article 19.1)). 

La declaration sera publtee avec la demande internationals et les revendications modifiees. 
Elle dolt etre red! gee dans la langue dans laquelle la demandelntematlonale est publlee, 
Elle doit etre succincte (ne pas de passer 500 mots si elle est etablie ou traduite en anglais). 

Elle ne doit pas etre con (on due avec la lettre expfiquant les differences exist ant entre les revendications telles que 
deposees et les revendications telles que modifiees, et ne la rem pi ace pas. Elle doit figurer sur une feutlle distinct© et 
doit etre munie cTun trtre permettant de identifier com me telle, const it ue de preference des mots "Declaration selon 
('article 19.1)" 

Elle rte doit contenir aucun comment aire den ig rant re tat if au rapport de recherche Internationale ou a la pertinence des 
citations que ce dernier contient. Elle ne peut se referer a des citations se rapport ant a une revendication don nee et 
contenues dans le rapport de recherche intemationaie qu'en relation avec une modification de oette revendication. 



Consequence du fait qu'une demande (fexamen prelim inalre International alt deja ete presentee 

Si, au moment du depot de modifications effectuees en vertu de I'ara'cle 19, une demande d'examen preliminaire 
international a deja ete presentee, le deposant doit de preference, lors du depot des modifications aupres du Bureau 
international, deposer egalement une copte de ces modifications aupres de ('administration chargee de I'examen 
preliminaire international (voir la regie 62.2a), premiere phrase). 



Consequence au regard de la traduction de la demande Intematlonalelors de I'ou vertu re de la phase natlonale 

L'attention du deposant est appelee sur le fart qu'il peut avoir a remettre aux offices designes ou elus, lors de f'ouverture 
de la phase natron ale, une traduction des revendications telles que modifiees en vertu de C article 1 9 au lieu de la 
traduction des revendications telles que deposees ou en plus de oelle-ci. 

Pour plus de precisions sur les exigences de chaque office designs ou elu, voir le volume II du Guide du deposant 
du PCT. 



Notes relatives au formulaire PCT/ISA/220 (deuxieme feuille) (janvier 1994) 
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TRAFTE Eg COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 



Exp6diteur: L' ADMINISTRATION CHARGEE DE 

L' EXAM EN PRELlMINAIRE INTERNATIONAL 



Destinataire: 

Des Termes, Monique 
BREVATOME 

3, rue du Docteur Lancerqaii* 
F-75008 Paris 
FRANCE 



BREVATOME 



0 2 MAR. 2001 



3 rue du Docteur Lancereaux 
7 5 O O « PARIS 



PCT 



NOTIFICATION DE TRANSMISSION DU 
RAPPORT D'EXAMEN PRELlMINAIRE 
INTERNATIONAL 

(rdgle 71.1 du PCT) 



Date d'expedition 
Qour/mois/ann&e) 



28.02.2001 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
B 13405.3MDT 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande internationale No. 
PCT/FR00/00427 


Date du depot international (}our/mois/ann$e) 
21/02/2000 


Date de priority (jour/mois/ann6e) 
22/02/1999 


Deposant 

COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE et al. 



II est notifie au deposant que radministration charg^e de l'examen preliminaire international a 6tabli le rapport 
d'examen preliminaire international pour la demande internationale et le Eui transmet ci-joint, accompagnS, le 
cas §ch§ant, de ces annexes. 



Une copie du present rapport et, le cas 6ch6ant, de ses annexes est transmise au Bureau international pour 
communication a tous les offices elus. 



Si tel ou tel office elu i'exige, le Bureau international etablira une traduction en langue anglaise du rapport {k 
I'exclusion des annexes de celui-ci) et la transmettra aux offices interesses. 



4. RAPPEL 

Pour aborder la phase nationale aupres de chaque office elu, le deposant doit accomplir certains actes (depot 
de traduction et paiement des taxes nationales) dans le delai de 30 mois k compter de la date de priority (ou 
plus tard pour ce qui concerne certains offices) (article 39.1) (voir aussi le rappel envoy§ par le Bureau 
international dans le formulaire PCT/IB/301). 

Losrqu'une traduction de la demande internationale doit etre remise k un office elu, elle doit comporter la 
traduction de toute annexe du rapport d'examen preliminaire international. II appartient au deposant d'etablir la 
traduction en question et de la remettre directement a chaque office 6lu interess§. 



Pour plus de precisions en ce qui concerne les delais applicables et les exigences des offices 6lus, voir le 
Volume II du Guide du deposant du PCT. 



Nom et adresse postale de I'adminstration chargee de l'examen 
preliminaire international 

Office europ^en des brevets 
D-80298 Munich 

T6I. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autorise 
Gallego, A 

T6I.+49 89 2399-8102 




Formulaire PCT/IPEA/416 Quillet 1992) 
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TRAITE D^COOPERATION EN MATIER Ae BREVETS 

PCT 



RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du d6posant ou du 

mandataire 

B 13405.3MDT 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formuiaire PCT/IPEA/416) 


Demande internationale n° 


Date du d6pot international (jour/mois/ann&e) 


Date de priority (jour/mois/ann£e) 


PCT/FR00/00427 


21/02/2000 


22/02/1999 


Classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
C12P19/34 


Deposant 






COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE et al. 





1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 



2. Ce RAPPORT comprend 4 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

H tl est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupr6s de 
('administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et ('instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent une feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


El 


VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Base du rapport 



d'application industrielle 



Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



Irregularis dans la demande internationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

10/08/2000 



Date d'achevement du present rapport 
28.02.2001 



Nom et adresse postale de ('administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 
Office europeen des brevets 

D-80298 Munich 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autoris6 
Gohlke, P 

N° de telephone +49 89 2399 8549 



Formuiaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 
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RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande Internationale n° PCT/FR00/00427 

I. Bas du rapport 

1 . Ce rapport a 6t6 redig§ sur la base des §l6ments ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont ete remises d 
t'office r£cepteur en reponse a une invitation faite conformgment a ('article 14 sont consider&es dans le present 
rapport comme "initialement d&pos£es" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70.17).) : 

Description, pages: 

1-54 version initiate 

Revendications, N°: 

1 ,2 (partie),3 (partie), version initiale 
4-17 

2 (partie), regue(s) le 30/01/2001 avec la lettre du 24/01/2001 

3 (partie) 

Dessins, feuilles: 

1/3-3/3 version initiale 



2. En ce qui concerne la langue, tous les Elements indiques ci-dessus etaient h la disposition de ('administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande Internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulgu£es dans la demande 
internationale (le cas ech6ant), I'examen preliminaire internationale a ete effectu§ sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ d§pos6 avec fa demande internationale, sous forme d6chiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a 6t6 foumie. 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feuille 1) QuHlet 1998) 
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RAPPORT D'EXAWIEN t 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande Internationale n° PCT/FR00/00427 



□ La declaration, selon laquelle les informations enregistr6es sous dechiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Pr6sent6 par 6crit, a 6te fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a 6t6 formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont et6 considSrees 

comme allant au-del& de l'expos6 de I'invention tel qu'il a 6t6 d6pos6, cbmme il est indiqu§ ci-apr&s (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas §cheant : 



V. Declaration motivee selon ('article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilit ' 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-17 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui: Revendications 1-17 

Non : Revendications 

Possibility d'application industrielle Oui : Revendications 1-17 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VII. Irregularites dans la demande internationale 

Les irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande internationale, ont et§ constat6es : 
voir feuille separee 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feuille 2) (juillet 1998) 
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' V 

RAPPORT D EXAMEN ,< Demande Internationale n° PCT/FR00/00427 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



S ctionV: 

La presente demande concerne des derives de nucleosides triphosphates dans 
lesquels la partie osidique est substitute convenalement par une morpholine. Ces 
derives morpholino-nucleotides modifies sont faciles a synthetiser et sont reconnus par 
les enzymes polymerase ou transcriptase inverse et peuvent ainsi etre incorpores par 
voie enzymatique a I'extremite 3'OH d'un acide nucleique, comme terminateurs de 
chaTnes dans un procede de sequengage d'ADN ou d'ARN par la methode de Sanger, 
ou encore pour le marquage de fragments d'ADN ou d'ARN sans en modifier les bases 
nucleiques. 

Certains de ces derives morpholino-nucleotides sont connus, mais aucun des 
documents de Tart anterieur ne concerne leur utilisation comme terminateurs de 
chaTnes ou comme marqueurs (voir pages 11 et 12 de la presente demande). 

D'autre part aucun des documents cites dans le rapport de recherche international 
ne decrit les derives morpholino-nucleotides triphosphates selon les revendications 12 
a 15. WO 95/07907 (= D1) decrit des derives morpholino-nucleosides dans lesquels 
I'hydroxyle en position 5' peut incorporer un groupement mono-, di- ou tri-phosphate 
sans toutefois les exemplifies . Ces derives comportant un cycle morpholine substitue 
sont utilises pour la preparation d'anticorps diriges contre un haptene fixe au cycle 
morpholine (voir egalement I'article de Girault et al.: 'Use of Morpholinonucleosides to 
Conjugate Oxidised DNA Bases to Proteins.' Bioconjugate Chem., vol. 7, 1996, pages 
445-450). 

Le document de Brown et al.: 'The Reduction of the Adduct of Periodate-oxidised 
Adenosine-5' Phosphate and Methylamine.' J. Chem. Soc, 1965, pages 5072-5073 (= 
D2), decrit la reduction d'un derive morpholino-nucleoside monophosphate. 
Le brevet US-A-4 515 781 (= D3) concerne des oligo nucleotides ayant un groupe 
morpholinoadenylate en chame terminate permettant d'augmenter la resistance aux 
nucleases et d'augmenter I'activite biologique de I'oligonucleotide parent. 

Ainsi Pobjet des revendications 1 a 17 semble remplir les conditions des articles 
33(2) et (3) du PCT. 

Section VII: 

Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat de 
la technique anterieure pertinent expose dans D1-D3 et ne cite pas ces documents. 



Formulaire PCT/Feuille separ6e/409 (feuille 1) (OEB-avril 1997) 
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HO- 



OH 



OH 



OH 



(D 



R2 

dans laquelle R 1 repr6sente une base nucleique et R 2 
repr6sente un groupe r^pondant & l'une des formules 
suivantes : 

- (CH 2 ) n -NH-R 3 
-<CH 2 ) n -CO-R 3 
-<CH 2 ) n -SR 3 
-(CH 2 ) n -OR 3 

dans lesquelles n est un nonibre entier allant de 1 a 12 
et R 3 repr^sente un compost choisi parmi les 
photor^ticulants, les acides gras, les peptides 
hydrophobes, les anticorps, les enzymes et les 
fluorophores . 

3. Proced6 de sequengage d'un acide 
nucleique (ADN ou ARN) pax la technique de 
polymerisation enzymatique de la sequence 

compl&ientaire de cet acide nucleique en utilisant des 
terminateurs de chalnes, dans lequel au moins 1'un des 
terminateurs de chalnes a pour pr6curseur un compose 
r^pondant & la formule : 



HO- 



OH 



h 

OH 



OH 



(I) 



I 

R2 
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The invention concerns the use of morpholino-nucleosides of formula (I) wherein: R 1 represents a nucleic base and R 2 
represents a group corresponding to the following formulae: -(CH 2 ) n -NH 2 , -(CH 2 )n-SH, -(CH2) n -COOH, -(CH 2 ) n -OH, -(CH 2 )n-NH-R 3 , 
(CH 2 ) n -SR 3 -(CH 2 )n-CO-R 3 , -(CH 2 )ir-OR 3 wherein: n is an integer ranging from 1 to 12 and R 3 is a group derived from a marker, a 
protein, an enzyme, a fatty acid or a peptide, as chain terminators in a DNA or RNA sequencing process by Sanger method, or for marking 
DNA or RNA fragments. 



(57) Abrege' 

L'invention concerne Tutilisation de morpholino-nucleosides de formule (I): dans laquelle R 1 repr6sente une base nucieique 
et R 2 reprCsente un groupe rdpondant a Tune des forrriules suivantes: -(CH 2 ) n -NH 2 , -(CH 2 ) n -SH, -(CH 2 ) n -COOH, -(CH 2 ) n -OH, 
-<CH 2 )n-NH-R 3 , -(CH 2 ) n S-R 3 , -(CH 2 )n-CO-R 3 , -(CH^n-OR 3 dans lesquelles n est un nombre entier allant de 1 a 12 et R 3 est un 
groupe ddrivd d'un marqueur, d'une proteine, d'une enzyme, d'un acide gras ou d'un peptide, comme terminateurs de chaTnes dans un 
procede de sequencage d'ADN ou d'ARN par la methode de Sanger, ou pour le marquage de fragments d'ADN ou d'ARN. 
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PROCEDE DE FABRICATION DE MORPHOLINO-NUCLEOTIDES, ET LEUR UTILISATION POUR 
L' ANALYSE ET LE MARQUAGE DE SEQUENCES D' ACIDS NUCLEIQUES 



DESCRIPTION 

5 Domains technique 

La pr6sente invention a pour objet la 
fabrication de fragments d'acides nucleiques (ADN ou ARN) 
allonges enzymatiquement au moyen de morpholino- 
nucleosides triphosphates. Cette elongation peut §tre 

10 utilisee pour 1' analyse de sequences d'acides nucleiques 
par incorporation de ces derives dans des chaines 
d'acides nucleiques ainsi que le marquage enzymatique et 
1 ' immobilisation ou la detection de sequences. 

Ces morpholino-nucleosides triphosphates 

15 peuvent encore etre utilises avec une molecule 
supplementaire pouvant jouer ' divers r61es dans de 
nombreuses applications . 

Etat de la technique anterieure 

La methode la plus repandue pour analyser les 
2 0 sequences des acides nucleiques est la technique 
enzymatique dite de terminaison de chaine, developpee par 
Sanger et al dans Proceedings of National Academy of 
Science, 74, 1977, p. 5463-5467 [1] . Elle repose sur les 
proprietes qu'ont les ADN polymerases-ADN dependantes de 
25 creer des polymeres d'ADN compl£mentaires de la sequence 
d'un brin d'ADN servant de matrice, a partir d'un melange 
de monomeres de nucleosides triphosphates naturels . Le 
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procede consiste, a partir du brin d'ADN a analyser, a 
faire une serie d' exemplaires du brin complementaire en 
a 3 outant au milieu reactionnel classique des molecules 
appelees « terminateurs de chaines », puis a analyser la 
longueur des brins neoformes pour determiner la sequence 
des bases de la matrice . Le principe de la methode est 
explique dans le tableau 1 qui suit. 

Tableau 1 



Sequence a analyser ( matrice de la polvmeraxj) - 

3" HO-ApTpGpCpApApTpCpCpGpApTpGpApCpTpGpApGpCpCpApTpCpG 5" 
Amorce j 

5' TpApCpGpTpTpApGpGpC-OH 3' 



J 



3' HO-ApTpGpCpApApTpCpCpGpApTpGpApCpTpGpApGpC P C P ApTpCpG 5' 
5 TpApCpGpTpTpApGpGpC-OH 3' 



ADN polymerase 



O O O 
HO-H-O-^-O-ii- 
OH OH OH 



OH 

5* Thymidine triphosphate 



O 

5' TpApCpGpTpTpApGpGpC 3' O — ^ — > 

I 

OH 



*SrV H 



°-n^o I 
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Ce tableau 1 illustre ce qui se produit 
lorsque 1'on met en presence 1 ' ADN polymerase, une amorce 
constitute par un. oligonucleotide de taille reduite 
generalement inferieure a 25 bases, et le melange des 
quatre nucleosides triphosphates naturels avec le brin 
d' ADN dont on veut determiner la sequence, qui constitue 
la matrice. L' amorce correspond au debut de la sequence 
complementaire du brin d' ADN a analyser. A partir de 
cette amorce, qui spontanement entre en interaction avec 
la sequence complementaire du brin d' ADN a analyser 
(hybridation), 1' enzyme incorpore des nucleotides 
complementaires de la matrice pour construire par 
elongation-polymerisation un nouveau brin d'ADN, copie 
complementaire de cette derniere. Les nouveaux 
nucleotides sont incorpores exclusivement a partir de 
l'extremite 3 < -OH terminale de la chaine en croissance, 
de maniere sequentielle et en respectant les regies de 
complementarity entre bases de Watson & Crick. Une 
thymine est incorporee dans le brin neoforme par 
complementarity avec une adenine presente dans le brin 
servant la matrice, une guanine est incorporee en 
complementarity d'une cytosine et reciproquement . Si tous 
les composes necessaires sont fournis en quantite non- 
limitante, 1 ' enzyme catalyse la polymerisation du brin 
forme jusqu'a ce que ce dernier represente la totalite du 
brin complementaire parfait de la matrice. 

Par contre. si l'on rajoute au milieu 
reactionnel une molecule qui est reconnue par la 
polymerase mais qui ne presente pas d'extremite 3 ' -OH 
terminale libre, chaque fois que cette molecule sera 
incorporee, le travail de polymerisation de 1 ' enzyme sera 
interrompu parce que la chaine ne pourra plus croitre a 
cause de 1' absence de site disponible pour ancrer un 
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nouveau nucleotide (creation de brins neoformes 
interrompus) . C'est ce qui est illustre dans le tableau 2 
qui suit avec la 3 'des oxy thymidine, 5 ' -triphosphate . 



Tableau 2 



Sequence a analyser (matrice de la polymerase) 



3' HOApTpGpCpApApTpCpCpGpApTpGpApCpTpGpApGpCpCpApTpCpG 5' 
Amorce | 

5* TpApCpGpTpTpApGpGpC-OH 3' 



! 



3' HO-ApTpGpCpApApTpCpCpGpApTpGpApCpTpGpApGpCpCpApTpCpG 5' 
5' TpApCpGpTpTpApGpGpC-OH 3* 



ADN polymerase 



r-O-P-o-P-O-, n 

Ah oh AhH^°^I 



o o o 

HO-P-O-P-O-P-, 



y d6soxythymidine,5'triphosphate 
O 



O 

5' TpApCpGpTpTpApGpGpC 3' O— P— > 



H3C yV H 



Ah 



La chaine neosynth&isee ne comporte plus de 3" OH 
necessaire a la fixation du nucleotide suivant... 




En utilisant ce derive de thymidine que l'on 
appellera « terminateur de chaine T » a une concentration 
adequate, on obtient pour une matrice donnee, une serie 
de brins d'ADN dont la taille est fixee statistiquement 
par la position des adenines de la matrice. Le resultat 
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obtenu est illustre dans le tableau 3 . La sequence de la 
matrice est ecrite dans la premiere ligne, la sequence 
des brins neoformes crees avec le terminateur de chaine T 
(not£ S) est ecrite dans les lignes suivantes . 



Tableau 3 



MATRICE 

3'- A T G C A 



TTCCGACCTCTGATCAG 



COPIES DE LA MATRICE 
5'- S 

5'- T A C G S 
5'- T A C G T A 
5'- T A C G T A 
5'- T A C G T A 



A 
A 
A 



G 
G 
G 



G 
G 
G 



C 
C 
C 



S 
T 
T 



G 
G 



G 
G 



A 
A 



G 
G 



A 
A 



C 
C 



S 

T 



AGS 



-5' 



Dans cet exemple, la matrice comporte 
5 adenines dans la zone qui est detaillee, l'ADN 
polymerase pourra done produire 5 brins neoformes 
interrompus, de longueurs dif ferentes . 

II suffit ensuite d' analyser ce melange par 
electrophorese sur gel de polyacrylamide en milieu 
denaturant pour determiner la longueur de chacun des 
brins obtenus en. utilisant le terminateur de chaine T. La 
taille des brins neoformes interrompus permet de deduire 
la position des adenines sur la matrice. 

En recommencant trois fois cette experience 
avec respectivement des produits terminateurs de chaines 
A, G et C, on obtient au total quatre series de fragments 
d'ADN dont la longueur permet de determiner la sequence 
entiere du brin matrice. 

La technologie du sequencage des ARN repose 
sur les memes principes, la difference etant que 1 ' enzyme 
employee est une transcriptase inverse (ou ADN 
polym<§rase-ARN dependant e) . 
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Les produits les plus utilises comme 
terminateurs de chaine pour arreter 1' action des ADN 
polymerases sont des 2 ' . 3 • -didesoxynucleosides 

triphosphates de formule : 



HO- 



OH 



OH 



OH 




B 



dans laquelle B represente l'une des bases nucleiques A, 
C, G ou T, comme il est decrit dans le document [1]. 

La structure de ces produits comparee a celle 
des nucleosides triphosphates naturels montre 1' absence 
de la fonction hydroxyle en position 3' qui sert de 
position d' attache du nucleotide suivant . 

La synthase chimigue des 2 ' , 3 ' -didesoxy- 
nucleotides est realisee selon un protocole long et 
fastidieux comportant trois grandes etapes . Dans le cas 
de la guanine, la premiere etape de ce processus est la 
protection de la fonction amine exocyclique de la guanine 
et de la fonction hydroxyle primaire en 5 ' du sucre . On 
realise ensuite la suppression de la fonction hydroxyle 
en 3', par elimination puis par reduction de la double 
liaison 2 '-3' generee. La derniere etape est la 
preparation du derive triphosphate. 

D'autres terminateurs de chaine ont ete 
decrits dans le document WO-A-96/23807 [2]. Ce sont les 
5 '-triphosphates des arabinonucleosides , des 3 ' -f luoro- 
2' ,3 '-didesoxynucleosides, i es 3 ' -azido-2 ' , 3 ' - 

didesoxynucleosides ou les 3 ' -amino-2 ', 3 ' -didesoxy- 
nucleosides. Leur synthese est tout aussi laborieuse. 
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A l'origine de la methode de Sanger, la 
visualisation des fragments d'ADN synthetises se faisait 
par marquage radioactif au 32 P en 5 ' de 1' amorce utilisee 
pour initier la polymerisation du brin complementaire . 
Une modification a ete apportee en utilisant des amorces 
porteuses d'un fluorophore. Cette amelioration porte 
uniquement sur la facilite d'emploi, puisqu'elle supprime 
1' utilisation de matieres radioactives , mais il faut 
tou jours realiser quatre reactions de sequencage, chacune 
utilisant un terminateur de polymerisation different 
(terminateur A, G, T ou C) . 

Un nouveau pas a ete franchi avec l'emploi de 
terminateurs de sequences porteurs de fluorophores sur 
leur base nucleique, comme il est decrit par Prober et 
al, dans Science, 238, 1987, pages 336-341 [3] . 

Dans ces conditions, le marquage des brins 
neo-synthetises n'est plus fait avant la reaction de 
sequengage, mais directement au moment de 1 ' incorporation 
du terminateur de sequence. En prenant soin de choisir un 
fluorophore presentant des proprietes optiques 
differentes pour chaque base de l'ADN, le protocole 
experimental a ete tres fortement simplifie. On ne 
pratique plus qu'une seule reaction avec les quatre 
terminateurs en melange. De ce fait, a partir d'un unique 
canal d ' electrophorese, on distingue les quatre 
nucleotides de la sequence grace aux longueurs d'ondes 
d' emission differentes des quatre terminateurs. 

Cette simplification dans le protocole 
d' analyse n'a pas que des avantages . En effet, les 
fluorophores sont greffes directement sur la base. Cette 
modification structurale, localisee au voisinage direct 
des sites de liaisons hydrogene regissant la 
reconnaissance entre les bases, entraine une diminution 
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de la reconnaissance par les enzymes. Pour compenser 

cela, une augmentation de la concentration des 

terminateurs est preconisee, qui conduit a une tres 

grande consommation de la matiere premiere ayant une tres 

forte valeur ajoutee. De plus, la synthese de ces 
molecules est tou jours aussi delicate. 

Expose de 1 ' invention 

La presente invention a notamment pour objet 
1 'utilisation, dans un precede de sequencage de ce type, 
de terminateurs de chaines constitues par des analogues 
de nucleosides triphosphates plus facile a synthetiser, 
qui permettent de plus de realiser un marquage efficace 
sans modifier les bases nucleiques . 

Aussi, 1' invention a pour objet un procede de 
sequencage d'un acide nucleique (ADN ou ARN) par la 
technique de polymerisation enzymatique de la sequence 
complementaire de cet acide nucleique en utilisant des 
terminateurs de chaines, dans lequel au moins l'un des 
terminateurs de chaines a pour precurseur un compose 
repondant a la formule : 



HO P o P O P o , 



OH 



OH 



OH 



Rl 



(I) 



R2 



dans laquelle R 1 represente une base nucleique et R 2 
represente un groupe repondant a l'une des formules 
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suivantes : 

-<CH 2 ) n -NH 2 -<CH 2 ) n -SH 

- ( CH 2 ) n -COOH - { CH 2 ) n -OH 

- (CH 2 ) n -NH-R 3 - (CH 2 ) n ~SR 3 

- (CH 2 ) n -CO-R 3 - <CH 2 ) n -OR 3 

dans lesquelles n est un nombre entier allant de 1 a 12 
et R 3 est un groupe derive d'un marqueur, d'une proteine, 
d'une enzyme, d'un acide gras ou d'un peptide. 

Les terminateurs de chaines utilises dans ce 
procede sont des derives de nucleotides comportant une 
base nucleique R 1 qui permet la reconnaissance par les 
polymerases et les transcriptases, et le respect des 
regies de complementarites de Watson et Crick. 

Les bases nucleiques utilisees pour R 1 peuvent 
etre naturelles ou synthetiques . Les bases naturelles 
sont generalement choisies parmi 1' adenine, la guanine, 
la cytosine, la thymine, l'uracile, la xanthine, 
1 ' hypoxanthine, la 2-aminopurine et leurs derives. 

Les bases synthetiques sont des analogues ou 
des derives des bases nucleiques naturelles, qui sont 
capables d'interagir avec les bases naturelles. 

De preference, R 1 repond a l'une des formules 

suivantes : 
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Dans les derives nucleotides de formule (I), 
la partie osidique est remplacee par une morpholine 
convenablement substituee comportant : 

1°) Une fonction hydroxymethyle voisine de 
l'oxygene cyclique, esterifiee par un groupement acide 
triphosphorique. Cette partie de la molecule mime la 
partie 4', 5' des nucleotides et permet la fixation par 
la polymerase ou la transcriptase a la chaine d'ADN ou 
d'ARN en croissance. 

2°) Une fonction amine substituee par R2 , qui 
peut eventuellement permettre le greffage d'un 
chromophore ou d'un groupe biologiquement actif et 
surtout, qui interdit 1 ' attachement d'un autre nucleotide 
(interruption de la polymerisation) . 

Par rapport aux derives classiquement utilises 
dans la methode de Sanger tels que ceux decrits dans les 
document [1], [2] et [3], ces composes peuvent etre 
synthetises en une seule etape directement a partir des 
ribonucleosides triphosphates, comme on le verra ci- 
apres . 

L'interet de ces composes reside dans le tres 
grand choix de groupes R 2 (substituants du cycle 
morpholine) utilisables qui permettent de f one tionnal iser 
ce cycle. Des fonctions telles que des acides, amines, 
thiols ou ethers peuvent etre ajoutees et permettront le 
greffage de composes chimiques varies, notamment de 
marqueurs utiles pour 1 ' identification des fragments 
d'ADN ou d'ARN. 

Les marqueurs utilises pour R 3 peuvent etre 
choisis dans un ensemble tres vaste de molecules connues 
pour le marquage de nucleotides. Us peuvent etre choisis 
par exemple parmi les produits radioactifs, les produits 
luminescents, electroluminescent s et f luorescents , les 
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molecules capables de se coupler a d'autres molecules, 
les molecules autorisant des interactions de type 
antigene-anticorps,. et les marqueurs enzymatiques . 

De preference, pour le sequencage des acides 
nucleiques, R 3 est un fluorophore, par exemple, choisi 
parmi tous les derives de la fluoresceine ou de la 
rhodamine. On peut aussi utiliser ceux de la biotine. En 
particulier, seront choisis ceux des derives utilises 
pour le marquage des acides nucleiques . 

Des derives de nucleosides dans lesquels la 
partie osidique du nucleoside a ete remplacee par une 
morpholine, ont deja ete synthetises dans l'art 
anterieur, come il apparait dans les documents 
suivants : 

- Hileman et al, Biocon jugate Chemistry, 5, 1994, 
pages 436-444 [4] , 

- Broker et al. Nucleic Acids Research, 5, 1978, 
pages 3 63-385 [5] , 

- Agrawal et al. Nucleic Acids Research, 14, 1986, 
pages 6227-6245 [6], 

- FR-A- 2 710 068 [7], et 

- Rayford et al, Journal of Biological Chemistry, 
260, 1985, pages 15708-15713, [8] . 

Les derives de nucleosides du document [4] 
comportent un cycle morpholino qui est substitue par une 
fluoresceine ou une rhodamine. Us sont utilises pour 
1' etude de proteines et non comme terminateurs de chaine 
dans un procede de sequencage d' acides nucleiques. 

Leur fabrication differe du processus que nous 
rapportons, car le fluorophore est incorpore directement 
sur le cycle morpholine. La technique que nous decrivons 
fait appel a une etape de purification intermediate qui 
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nous a permis d'isoler et de parfaitement caracteriser le 
produit final, au contraire de Hileman et al . 

Dans le document [5J , il s'agit d'ARN de 
transfert modifie a son extremite 3' par un derive de 
nucleoside comportant un cycle morpholine substitue par 
une biotine. Ce produit est utilise comme marqueur 
chimique des ARN de transfert pour etudier la 
localisation chromosomique des genes des ARN de 
transfert . 

Dans le document [6], il s'agit d'un 
oligonucleotide comportant un cycle morpholine couple a 
une biotine, qui est utilise comme sonde pour la 
detection et l'isolement de genes specif iques . 

Le document [7] deer it des derives de 
nucleosides comportant un cycle morpholine substitue. Us 
sont utilises pour la preparation d'anticorps diriges 
contre un haptene fixe au cycle morpholine du derive de 
nucleoside . 

Le document [8] illustre une 

morpholinoadenosine substitute par CH 2 COOH, utilisee pour 
la chromatographic d'af finite. 

Ainsi, aucun de ces documents ne concerne 
1' utilisation de derives de nucleotides tels que ceux de 
1' invention, comme terminateurs de chaines, dans un 
procede de sequengage d'acides nucleiques selon la 
methode de Sanger. 

Les derives de nucleotides utilises dans le 
procede de 1' invention, peuvent etre prepares en une 
seule etape, directement a partir des ribonucleosides 
triphosphates selon le schema reactionnel suivant 
illustre avec R 1 representant 1' adenine. 
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NH 2 



0 O O 

1 i | 

OH OH OH 




OH 



N-H 



O O O 
H t> 

oh 6h 6h 



1°) NalQ 4 



2°) FTNH 2 
3°) BH 4Na 



NH 2 




N-H 



Ce procede est du mime type que les procedes 
decrits dans les documents [6] et [7] pour former le 
cycle morpholino. 

On peut aussi preparer les derives de 
nucleotides de formule (I) a partir des morpholino- 
nucleosides et introduire ensuite le groupe triphosphate 
en utilisant le protocole d' Eckstein, comme il est decrit 
par Ludgwig et al dans J. Org. Chem. 54, 1989, pages 
631-635 [9] . 

Les enzymes utilisables pour la polymerisation 
enzymatique peuvent etre ceux decrits ci-dessous. 

Selon 1' invention, le_ procede de preparation 
de morpholino-nucleo tides de formule (I) comprend la 
reaction d'un nucleoside triphosphate de formule : 

O O o 

II II 

HO P O P O 




OH OH OH 

HO OH 

dans laquelle R 1 a la signification donnee ci-dessus, avec 
un periodate, un compose de formule R 2 NH 2 dans laquelle 
R a la signification donnee ci-dessus et du borohydrure 
de sodium. 
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L ' invention concerne egalement 1 ' utilisation 
d'un derive de nucleotide ayant pour precurseur un 
compose de formule (I) pour le marquage en 3' de 
fragments d'acide nucleique (ADN ou ARN) par 
incorporation enzymatique du derive de nucleotide a 
l'extremite 3 'OH du fragment d'acide nucleique. 

Elle concerne aussi le procede de frabrication 
d'un fragment d'acide nucleique (ADN ou ARN) marque 3' 
par incorporation enzymatique du derive de nucleotide 
mentionn6 ci-dessus a l'extremite 3 'OH du fragment 
d'acide nucleique. 

L ' enzyme utilisee peut §tre le fragment de 
Klenow de l'ADN polymerase, et on utilise alors une 
matrice ou template pour fixer le morpholino-nucleoside 
sur le fragment d'acide nucleique qui sert d' amorce. 

L ' enzyme utilisee peut aussi etre une 
polymerase thermoresistante d'une bacterie thermophile ou 
la terminal transferase ou la transcriptase inverse. 

Les fragments d'ADN ou d' ARN ainsi marques 
sont utilisables pour bloquer toute ligation ulterieure 
et assurer une protection contre les exonucleases , ainsi 
que pour detecter des fragments d'ADN ou d'ARN. 

On peut encore utiliser un morpholino- 
nucleotide modi fie ayant pour precurseur un compose de 
formule (I) pour modifier un fragment d'acide nucleique 
(ADN ou ARN) par incorporation enzymatique a l'extremite 
3' de celui-ci d'un morpholino-nucleotide modifie ayant 
pour precurseur un compose de formule (I) comprenant en R 3 
un compose choisi parmi les photoreticulants par exemple 
pour reticulation sur ADN ou sur un support quelconque ; 
les acides gras, les peptides hydrophobes, les anticorps, 
par exemple pour faciliter la penetration dans les 
cellules, les enzymes ou parties d' enzymes telles que les 
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phosphatases alcalines, les peroxydases, les 

acetylcholinesterases pour la detection, les enzymes de 
restriction pour le clivage de l'ADN vicinal, et les 
f luorophores . 

Comme precedemment 1 ' incorporation de ce 
morpholino-nucleotide modifie est effectuee par voie 
enzymatique. Les bases azotees, les marqueurs et les 
enzymes utilisables peuvent etre les memes que ceux 
precites . 

Selon 1' invention, le derive de nucleotide, le 
morpholino-nucleotide modifie et le terminateur de chaine 
utilises respect ivement pour le marquage en 3' de 
fragments d'acide nucleique, pour la modification de 
fragments d'acide nucleique ou pour le sequencage d'un 
acide nucleique, peuvent §tre le compose (I) sous forme 
de monophosphate. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1' invention apparaltront mieux a la lecture de la 
description qui suit d'exemples de realisation, donnes 
bien entendu a titre illustratif et non limitatif, en 
reference au dessin annexe. 

Breve description des figures 



es 



La figure 1 est un diagramme illustrant 1 
resultats obtenus pour le sequengage d'ADN plasmidigue 
avec le terminateur de chaine de 1' invention (courbe en 
trait plein) et avec le terminateur de chaine de 1 ' art 
anterieur (courbe en tirets) . 

La figure 2 est un diagramme illustrant les 
resultats obtenus en testant les morpholino A putrescine 
(MATPP) et morpholino A fluoresceine (MATPPF) en 
sequencage. 
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La figure 3 est un schema illustrant le 
resultat sur gel de polyacrylamide d'un test permettant 
de suivre 1 1 allqngement d'un oligonucleotide A et 
1 ' incorporation de morpholino A putrescine. 

Expose detaille des modes de realisation 



Les exemples 1 a 4 qui suivent, illustrent la 
synthese de morpholino-nucleotides de formule (I) . 
Example 1 : Synthese de la 4- (carboxymethyl) -2- (adenosin- 
9-yl) -6- (hydroxymethyl)morpholine- 6 -triphosphate 
(morpholino A glycine) 1. 

Cette morpholino A glycine 1 repond a la 
formule (I) dans laquelle R 1 est 1' adenine et R 2 est le 
groupe -CH 2 -C00H. 

Dans cet exemple, toutes les reactions sont 
conduites a la temperature ambiante, sous agitation 
magnetique, dans un ballon de 50 mL. 

On dissout 1,000 g, (1,8 mmol, 1 6q.) de 
5' -adenosine triphosphate dans 10 inL d'eau, puis on 
ajoute 1 eq. de periodate de sodium (388 mg, 1,8 mmol). 
La solution est alors agitee pendant 35 minutes. 

La glycine (682 mg, 9,1 mmol, 5 eq.) en 
solution dans 2 mL d'eau (pH = 9,5-10) est ajoutee et 
l'on remonte le pH de la solution k 9,5-10 avec du 
carbonate de potassium solide. La solution est agitee 
pendant 55 minutes. Le melange reactionnel jaunit. 

Du borohydrure de sodium (au total 166 mg, 
4,4 mmol, 2,5 eq. ) est ajoute en six fractions 
equivalentes, chacune dissoute dans 0,2 mL d'eau. Apres 
ajout de la premiere, on note un degagement gazeux. Les 
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autres fractions, chacune dissoute juste avant ajout, 
sont additionnees toutes les heures . 

Apres line nuit, la solution est neutralisee 
par ajout d'acide formique 1M jusqu'a pH 4-5, puis elle 
es t evaporee . 

Une analyse par chroma tographie en polarite de 
phase inversee sur une colonne Merck LiChrocart 125-4 
LiChrospher 100 RP-18 ( "endcapped" , 5 urn, 125x4 mm) en 
utilisant un debit de 1 mL/min et l'eluant acetate de 
triethylammonium TEAA 25mM/methanol MeOH [98/2], indique 
un rendement de 40 % (k' = 3,85). 

Purification : elle est faite par chromatographie 
liquide a haute performance (HPLC) preparative en 
utilisant une colonne Macherey Nagel Nucleosil 7 c-18 
7 urn, 250x21 mm) avec un debit de 8 mL/min et du 
bicarbonate de triethylammonium TEAS 25mM, comme eluant. 
Caracterisation : 

- RMN X H : 5 (ppm) : 8,47 (s, 1H, H2 ) , 8,37 (s, 
1H, H8), 6,26 (dd, 1H, HI'), 4,54(m, 1H, H4 ■ ) , 4,28 (m, 
1H, H5«), 4,22 (m, 1H, H5 • ) , 3,70 (m, 1H, H2 • ) , 3,68 (s, 
2H, CH 2 -Glycine) , 3,41 (m, 1H, H2 - ) , 3,45 <m, 1H, H3 ■ ) , 
3,3 0 (m, 1H, H3") , 

- RMN 13 C : 8 (ppm) : 152,7 (C2), 140,5 (C8), 78,6 
(CI'), 74,1 (C4-), 66,4 (C5 • ) , 60,6 (CH 2 ), 54,5 (C2 ' ) , 
53,6 (C3-) 

- RMN 31 P : 8 (ppm) : -6,44 (d, IP, yp) , -11,68 (d, 
IP, aP), -22,11 (t, IP, pP) 

- Spectrometrie de masse : M-H~ = 547,04 g.mol -1 
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Exemple 2 : Synthase de la 4- (carboxymetnyl) -2- (thymidin- 
1-yl) -6- (hydroacymethyl)morpholine-6-t:riphosphate 
(morpholinoT glycine) 4. 

Ce compose 4 repond a la formule (I) avec R 1 
representant la thymine et R 2 representant le groupe 
-CH 2 -COOH. 

Dans cet exemple, on prepare tout d'abord le 
morpholino-nucleoside, puis on le transforme en 
triphosphate . 

a) Preparat ion du morpholino-nucleoside de la 
ribo thymidine 2 . 

Toutes les reactions sont conduites a la 
temperature ambiante, sous agitation magnetique, dans un 
ballon de 250 mL. 

La ribo thymidine (3,500 g, 13,5 mmol, 1 eg) 
est dissoute dans 35 mL d'eau, puis est additionnee de 
1 eq. de periodate de sodium (2,900 g, 13,5 mmol). La 
solution est alors agitee pendant 45 minutes. 

La glycine (5,089 g, 67,8 mmol, 5 eq) dans 
35 mL d'eau ( pH = 9,5-10) est ajoutee et le p H de la 
solution est remonte a 9,5-10 avec du carbonate de 
potassium. La solution est agitee pendant une heure et 
45 minutes. Le melange reactionnel jaunit. 

Un sixieme de borohydrure de sodium (au total 
1,280 g, 33,8 mmol, 2,5 eq) dissous dans 3,5 mL d'eau est 
ajoute a la solution. On note un degagement gazeux. Les 
autres sixiemes, chacun dissous juste avant ajout, sont 
additionnes toutes les heures . 

Apres une nuit, la solution est neutralist 
par ajout d'acide formique 1M jusqu'a pH4-5, puis elle 
est evaporee. 
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Une analyse par chromatographie en polarite de 
phase inversee sur colonne Merck LiChrocart 125-4 
LiChrospher 100 RP-18 ("endcapped", Sum, 125x4 mm), avec 
un debit de 1 mL/min, en utilisant comme eluant : TEAA 
5 25mM/MeOH [99/1], indique un rendement de 32% (k'=8,83). 

Purification : elle est faite par chromatographie "flash" 
sur une colonne de silice A polarite de phase inversee 
C-18 (Matrex, Micon) . L'eluant est de l'eau. 

10 

Caracterisation : 

- RMN X H : 8 (ppm) : 7,77 (s, 1H, H6 ) , 5,92 (dd, 
1H, HI 1 ) , 4 / 07{m / 1H, H4 " ) , 3,77 (m, 2H, H5 ' , H5"), 3,22 
(s, 2H, CH 2 glycine), 3,13 (dd, 1H, H2"), 2,99 (dd, 1H, 
15 H3"), 2,51 (t, 1H, H2'), 2,34 (t, 1H, H3 ' ) , 1,98 <s, 3H, 
CH 3 base) . 

b) Preparation du morpholino-nucleoside 
monophosphate de la ribothymidine 3» 

20 A 342 mg d' imidazole (5,0 mmol, 3 eq) seches 

au dessicateur puis repris dans 5 mL de pyridine 
rigoureusement anhydre, sont additionnes 23 4 \iL 
d' oxychlorure trichlorure de phosphore (2,5 mmol, 
1,5 eq.). Le melange est place sous agitation pendant 

25 3 0 minutes sous air sec. 

Parallelement , 5 00 mg de la 

morpholino thymidine (1,7 mmol, 1 eg.) obtenue en a) sont 
s6ches 3 fois dans la pyridine, puis repris dans 5 mL de 
pyridine anhydre. 

30 Le melange imidazole/POCl 3 /pyridine sous argon 

est additionne a la solution de morpholinonucleoside et 
1' ensemble est place sous agitation pendant 48 heures a 
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temperature ambiante. Puis 100 [XL d'eau sont ajoutes en 
prenant soin de refroidir le ballon reactionnel dans un 
bain de glace. Le melange reactionnel est evapore & sec 
puis repris 2 fois avec de 1 1 eau et evapore afin 
5 d'eliminer la pyridine. 

Une analyse par chromatographic en polarite de 
phase inversee sur colonne Macherey Nagel Nucleosil 
5 C-18 (7 inn, 120x3 mm), a un debit de : 1 mL/min, en 
utilisant comme eluant : TEAA 25mM-MeOH [97/3], indique 
10 un rendement de 33% (k , =0,62). 

Purification : elle est faite par HPLC preparative sur 

H : colonne Macherey Nagel Nucleosil 7 C-18 (7 um, 

250x21 mm) a un debit de 5 mL/min en utilisant 1 ' eau 
15 comme eluant. 

Caracterisation : 

- RMN X H : 5 (ppm) : 7,80 (s, 1H, H6 ) , 5,95 
(dd, 1H, HI * ) , 4,19(m, 1H, H4'), 3,94 (t, 2H, H5' ; H5"), 

20 3,28 (s, 2H, CH 2 glycine) , 3,24 (m, 1H, H2 " ) , 3,10 (m, 1H, 
H3"), 2,53 (t, 1H, H2'), 2,39 (t, 1H, H3 ' ) , 2,00 (s, 3H, 
CH 3 base) 

- RMN 31 P : 5 (ppm) : 1,74 (s) 

c) Preparation du morpholino-nucleoside 
triphosphate de la ribothymidine 4. 

1,097 g de carbonyldiimidazole (6,7 mmol, 
5 eq.) dissous dans 5 mL de dimethyl formamide anhydre 
sont additionnes au sel de tributyl ammonium du 
mo rpho 1 inonuc 1 eos ide monophosphate de la thymine 
3 obtenue en b) (511 mg, 1,3 mmol, 1 eq. ) dissous dans 
3 mL de dimethyl formamide anhydre. Le melange est place 
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sous agitation a temperature ambiante pendant cinq 
heures. L'exces de carbonyldiimidazole est detruit par 
ajout de 436 |1L de methanol (10,8 mmol, 8 eq.)- Apr^s 
3 0 minutes, 5 equivalents de pyrophosphate de 
tributylammonium (3,00 8 g, 6,7 mmol) en solution dans 
5 mli de dime thy lformamide sont ajoutes. Le melange est 
place sous agitation pendant deux jours, puis le melange 
reactionnel est filtre et evapore a sec. 

Une analyse par chromatographie en polarite de 
phase inversee est effectue sur une colonne SFCC PVDI 
31 (5 urn, 100x4,6 mm), a un debit de 1 mL/min, en 
utilisant comme eluant un gradient de formiate d 1 ammonium 
(FA) , dans les conditions suivantes : 



t(min) 


FA 25 mM 


FA 0,9 M 




(%) 


(%) 


0 


100 


0 


10 


100 


0 


40 


0 


100 


41 


0 


100 


43 


100 


0 



Ceci indique un rendement de 27% (k'=13,84). 

Purification : elle est faite par chromatographie "flash" 
sur une colonne de phase echangeuse d'ions (DEAE 
Sepharose Fast Flow, Pharmacia Biotech) . L ' eluant est un 
gradient de TEAB (de 25 mM a 0,9 M) . 
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Caracterisation : 

RMN X H : 8 (ppm) : 7,74 (s, 1H, H6), 5,92 (dd, 
1H, HI'), 4,25(m, 1H, H4 • ) , 4,15 (m, 2H, H5 • , H5»), 3,81 
(s, 2H, CH 2 glycine), 3,54 (d, 1H, H2 » ) , 3.10 (t, 1H 
H3"), 2,56 (t, 1H, H2'), 2,45 (t, 1 H , H3 • ) , 1,95 < s '. 3H ' 
CH 3 base) 

- RMN 31 P : 5 (ppm) : -10,03 (d, IP, y P ) , _ 10 , 8 8 
(d, IP, aP) , -22,65 (t, IP, pp) 

- Spectrometrie de masse : m-h" = 540,41 g.mol" 1 

Exemple 3 : Svnthese de la 4- (carboxv»ethyl-2- (guaain-9- 
yD-e-Chvdxoxymethyl) morpholine- 6 -triphosphate (morpho- 
lino G glycine) 5. 

Cette morpholino G glycine 5 repond a la 
formule (I) avec R 1 = guanine et R 2 = -CH 2 COOH. 

La guanos ine, 5 triphosphate (50 mg, 0,08 mmol, 
1 eg.) est dissoute dans 2 mL d'eau, puis est additionnee 
de 1 eg. de periodate de sodium (18 mg, 0,08 mmol). La 
solution est alors agitee pendant 35 minutes. La glycine 
(31 mg, 0,42 mmol, 5 eg.) en solution dans 2 mL 
(PH - 9,5-10) est ajoutee et 1 ■ on remonte le pH de la 
solution a 9,5-10 avec du carbonate de potassium solide 
(contr61e avec du papier pH ) . La solution est agitee 
pendant 45 minutes. Du borohydrure de sodium (au total 8 
mg, 0,21 mmol, 2,5 eq. ) est ajoute en six fractions 
Squxvalentes, chacune dissoute dans 0,1 mL d'eau. Les 
autres fractions, chacune dissoute juste avant ajout, 
sont additionnees toutes les heures. Apres une nuit, la 
solution est neutralist par ajout d'acide formique 1M 
jusqu'a pH 4-5, puis elle est evaporee. 

Une analyse par chromatographie en polarite de 
Phase inversee (Systeme E) sur colonne SFCC PVDI 31 
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(5 \im, 100 x 4,6 mm) avec un debit : 1 mL/min, en 
utilisant comme eluant un gradient de formiate 
d' ammonium, dans les conditions suivantes : 



t(min) 


FA 25 mM 


FA 1 M 




(%) 


(%) 


0 


100 


0 


3 


100 


0 


10 


0 


100 


15 


0 


100 


17 


100 


0 



Cette analyse donne un rendement de 3 9 % 

(k'=5,5) . 

On purifie le compose 5 par HPLC preparative en 
utilisant le syst&ne F : Colonne Vydac Sax-Protein (8 um) 
100 x 4,6 mm). Debit : 10 mL/min. Eluant : gradient de 
formiate d' ammonium, dans les conditions suivantes : 



t(min) 


FA 25 mM 


FA 1 M 




(%) 


(%) 


0 


100 


0 


3 


100 


0 


10 


0 


100 


15 


0 


100 


17 


100 


0 



On obtient 14 mg du compose 5, soit 26,1 % de 

rendement . 
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Caracterisation : 

- RMN l H (AM 400 Briiker) : 5 (ppm) : 8,07 (s, 
1H, H8) ; 6,06 (dd, 1H1 , HI ' ) 4,51 (m, 1H, H4 ■ ) ; 4,22 
(m, 2H, H5', H5") ; 3,71 (m, 1H, H2 " ) ;. 3,67 (s, 2H, -CH 2 
glycine) ,- 3,46 (m, 1H, H3 - ) ; 3,38 (m, 1H, H2 ' ) ; 2,95 
(m, 1H, H3 ' ) . 

- RMN 13 C (AM 400 Briiker) : 8 (ppm) : 173,50 
(-COOH); 158,91 (C6) ; 153,98 (C2); 151.07 <C4); 137,39 
(C8); 115,94 (C5) ; 77,87 (C 1') ; 73,62 (C4 ■ ) ; 65, 61 
(C5') ; 59,98 (-CH 2 -) ; 53,28 (C2 1 ) ; 51,88 (C3 • ) . 

- RMN 31 P (U 400 Varian) : 5 (ppm) : -7,14 (d, 
IP, yP) ; 8,68 (d, IP, CCP) ; -20,28 (t, IP, 0P) . 

Spectrometrie de masse (appareil LCQ en 
mode positif) : M+H* = 564,9 g.mol -1 . 
Spectre UV : Xmax =25 6 run. 
Electrophorese capillaire : 
uep = -4,28 x 10" 4 cm'.V'^s" 1 . 

Exemple 4 : Svnthese de la 4- < cax-boxvmethyl ) -2- (cytosin- 
1-yl) -6- (hvdroxymethvl) morpholine-6-triphospliate (morpho- 
lino C glycine) 6. 

Le compose 6 repond a la formule (I) avec 
R 1 = cytosine et R 2 = -CH 2 -COOH. 

Toutes les reactions sont conduites a 
temperature ambiante, sous agitation magnetique, dans un 
ballon de 2 0 mL. 

La reaction est la meme que pour le compose 5 
partir de la 5 ' -cytosine triphosphate (50,0 mg, 
0,09 mmol, 1 eq.), de periodate de sodium (21 mg, 
0,09 mmol, 1 eq.), de la glycine (36 mg, 0,48 mmol. 
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5 eq.) en solution dans 2 mL d'eau (pH = 9,5-10), du 
borohydrure de sodium (au total 9 mg, 0,23 mmol, 
2,5 eq.), ajoute en six fractions equivalentes , chacune 
dissoute dans 0,05 mL d'eau. 
5 Une analyse par chromatographie sur colonne de 

phase echangeuse d'ions (systeme E) comme dans l'exemple 
3, indique un facteur de capacite k'=4,08. 

On purifie le produit par HPLC semi- 
preparative en utilisant le systeme F comme dans 
10 l'exemple 3. 

17 mg de produit sont isoles, ce qui 
correspond a 24,3 % de rendement . 

Caracterisation : 
15 - RMN X H (AM 400 Brliker) : 5 (ppm) : 7,93 (d, 1H, 

H6) ; 6,25 (dd, 1H, HI * ) ; 6,20 (d, 1H, H5>> ; 4,51 (m, 
1H, H4') ; 4,27 (m, 2H, H5 1 , H5 " ) ; 3,85 (m, 4H, H2 n + 
H3" + -CH 2 glycine) ; 3,33 (t, 1H, H2 ■ ) ; 3,22 (t, 1H, 
H3 1 ) . 

20 - RMN 13 C (AM 400 Brliker) : 5 (ppm) : 173 , 05 

(-COOH) ; 165,13 (C4) ; 154,23 (C2) ; 140,93 <C6> ; 95,48 
(C5) ; 80,42 (CI') ; 78,44 (C4 ' ) ; 69,37(C5') ; 64,57 (- 
CH 2 -) ; 54,66 (C2 1 ) ; 53,67 (C3 • ) . 

- RMN 31 P (WM 250 Bruker) : 5 (ppm) : 
25 -7,99 (d, IP, TP) ; -10, 10 (d, IP, aP) ; -21,28 (t, IP, 

pP) . 

Spectrometrie de masse 
(appareil VG ZAB-2-EQ, mode negatif) : 
M - H" = 521,9 g.mol" 1 . 
3 0 - Spectre UV : Amax = 270 nm 

- Electrophorese capillaire : 

Uep = -4,28 x 10 -4 cm 2 . V" 1 . s" 1 . 
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Exemple 5 : Synthase de la 4- ( aminobuty 1 ) -2- (adenosin-9- 
yl) -6- (hydroxymethyl)morpholine-6-triphospliat:e (morpho- 
lino A putrescine) 7. 

Cette morpholino A putrescine 7 repond a la 

formule (I) avec R 1 representant 1' adenine et R 2 
representant le groupe -(CH 2 ) 4 -NH 2 . 

Toutes les reactions sont conduites a la 

temperature ambiante, sous agitation magnetique, dans un 
ballon de 100 mL. 

La 5 ' -adenosine triphosphate (500 mg, 
0,9 mmol, 1 eq.) est dissoute dans 10 mL d'eau, puis est 
additionnee de 1 eq. de periodate de sodium (194 mg, 
0,9 mmol) . La solution est alors agitee pendant 
45 minutes . 

La putrescine (456uL, 4,5 mmol, 5 eq. ) est 
ajoutee. La solution est agitee pendant 45 minutes. Le 
melange reactionnel jaunit. 

Un sixieme de borohydrure de ..sodium (au total 
86 mg, 2,3 mmol, 2,5 eq.) dissous dans 0,1 mL d'eau est 
ajoute a la solution. On note un degagement gazeux. Les 
autres sixiemes, chacun dissous juste avant ajout, sont 
additionnes toutes les heures . 

Apres une nuit, la solution est neutralisee 
par ajout d'acide formique 1M jusqu'a pH4-5, puis elle 
es t evaporee . 

On effectue une analyse par chromatographie en 
polarite de phase inversee sur colonne Merck LiChrocart 
125-4 LiChrospher 100 RP-18 ( "endcapped" , 5 urn, 125x4mm) 
avec un debit de 1 mL/min, en utilisant comme eluant un 
gradient TEAB 25mM/MeOH, dans les conditions suivantes : 
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t(min) 


TEAB 


MeOH 




(%) 


(%) 


0 


97 


3 


2 


97 


3 


10 


90 


10 


15 


90 


10 


17 


97 


3 



Cette analyse indique un rendement de 
67 % (k'=3, 81) . 

On purifie le produit 7 par HPLC semi- 
preparative sur la colonne Phenomenex Ultremex 5-C18 
(250x10 nun) avec un debit de 4 mL/min, et en utilisant 
comme eluant un gradient TEAB 2 5 mM/MeOH, dans les 
conditions suivantes : 



10 



t(min) 


TEAB 


MeOH 




(%) 


(%) 


0 


95 


5 


3 


95 


5 


8 


90 


10 


10 


95 


5 



Caracterisation : 

- RMN l H : 5 (ppm) : 8,44 <s, 1H, H2 ) , 8,33 
(s, 1H, H8), 6,06 (dd, 1H, HI'), 4,35(m, 1H, H4 1 ) , 4,22 
15 (m, 2H, H5', H5"), 3,39 (d, 1H, H2 1 ) , 3,22 (t, 1H, H3 " ) , 
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3,14 (s, 2H, CH 2 putrescine) , 2,92 (t, 1H, H2 ' ) , 2,74 (s, 

2H, CH 2 putrescine), 2,54 (t, 1H, H3 • ) , 1,78 (s, 4H, 
(CH 2 )2 putrescine) . . 

- RMN 31 P : 5 (ppm) : -8,45 (dd, IP, yp) , 
-13,25 (dd, IP, aP), -24,20 (t, IP, J5p) 

Spec trome trie de masse : M+H + = 561,92 



g.mol 



Example 6 : Synthase de la 4 - ( aminobutyl ) - 2 - ( thymidin- 1 - 
yl) -6- (hydroxymethyl) morpholine-6 - triphosphate (morpho- 
lino T putrescine) 9. 

Le compose 9 repond a la formule (I) avec 
R 1 = thymine et R 2 = - (CH 2 ) 4 -NH 2 . 

a) Preparation de la 4- (aminobutyl) -2- 
(thymidin-l-yl) -6- (hydroxymethyl) morholine-6-hydroxyle 8 . 

Toutes les reactions sont conduites a 
temperature ambiante, sous agitation magnetique, dans un 
ballon de 250 mL. 

La ribo thymidine (2,000 g, 7,74 ramol, 
1 eq.), est dissoute dans 3 0 ml d'eau, puis est 
additionnee de 1 eq. (1,656 g, 7,75 mmol) de periodate de 
sodium. La solution est alors agitee pendant 
70 minutes. La putrescine (3,9 ml, 38,75 mmol, 5 eq. ) est 
ajoutee. La solution est agitee pendant 50 minutes. Le 
melange reactionnel jaunit. 

Un sixieme de borohydrure de sodium (au total 
735 mg, 19,42 mmol, 2,5 eq.) dissous dans 0,25 mL d'eau 
est ajoute a la solution. On note un degagement gazeux. 
Les autres sixiemes, chacun dissous juste avant ajout 
dans 0,25 mL d'eau sont additionnes toutes les heures . 
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Apres une nuit, la solution est neutral isee par ajout 
d'acide formique 1M jusqu'a pH 4-5, puis elle est 
evaporee. 

On effectue une analyse par chromatographie en 
polarite de phase inverse^ en utilisant le systeme 
G : colonne Merck-LiChrocart 125-4 LiChrospher 100 RP-18 
(« endcapped », 5 um, 125 x 4 mm) . Debit : 1 mL/min. 
Eluant : gradient TEAB 25 Mm/CH 3 CN, dans les conditions 
suivantes : 

t(min) TEAB 25 mM CH 3 CN 
(%) (%) 

0 100 0 

4 100 0 

15 85 15 

18 100 0 



Ceci indique un rendement de 76 % (k' =5,7) . 

On purifie par HPLC preparative en utilisant 
le systeme H : colonne Macherey Nagel Nucleosil 7 C-18 
(7 um, 250 x 21 mm). Debit : 10 mL/min. Eluant : TEAB 
25 mM / CH3CN [85/15] . 

On obtient 1,56 g du compose 8, soit 64,6 % de 

rendement . 

Caracterisation : 

- RMN 1H (AC 200 Bruker) : 5 (ppm) : 7,69 (s, 
1H, H6) ; 5,88 (dd, 1H, HI') ; 4,01 (m, 1H, H4 ■ ) ; 3,80 
(m, 1H, H5 1 , H5") ; 3,08 (m, 4H, H2 » , H3 " , 2Ha) ; 2,63 
(m, 2H, 2 Hd) 2,33 (t, 1H, H2 ■ ) ; 2,22 (t, 1H, H3 • ) ; 
1,98 (m, 3H, -CH3); 1,74 (m, 4H, 2 Hb, 2 He). 
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- RMN 13C (AC 200 Bruker) : 8 (ppm) : 171,16 
(C2) ; 154,58 (C4) ; 135,93 <C6); 110,46 (C5) ; 78,62 
(CI') ; 75,04 (C4') ; 61,10 (C5 ' ) ; 55,82 (C3 ' ) ; 53,49 
<C2') ; 51,30 (Ca) ; 38,39 (Cd) ; 24,50 (Cc) ; 21,31 
(Cb) ; 11, 10 (-CH 3 ) . 

- Spectre UV : Aiuax =2 66 nm. 



b) Preparation de la 4- (aminobutvl) -2- 
( thymidin-l - yl) -6- (hvdroxvmethvl ) morpholine-6-triphos- 
10 phate 9 . 

La morpholinothymidine/putrescine 8 (249 mg, 
0,80 mol, 1 eq.) est sechee a la pompe a palette pendant 
1 heure. On ajoute ensuite 256 mg de Pro ton- sponge® 
(1,19 mmol, 1,5 eq.)et 1 1 on additionne 2 mL de 

15 trimethylphosphate anhydre ; on place le milieu dans un 
bain de glace, sous agitation, puis on additionne 109 iaL 
d'oxychlorure de phosphore (au total 2,24 mmol, 2,8 eq.). 
Apres 2 h 30, on additionne "a nouveau 50 mL d'oxychlorure 
de phosphore, et 1 1 on recommence 12 h apres. Puis, on 

20 ajoute 8 mL d'une solution 0,5 M de pyrophosphate sous 
forme de sel de tributylammonium (4,0 mmol, 5 eq.), dans 
le DMF anhydre. On laisse sous agitation a 0°C pendant une 
minute, puis le milieu est seche au rotavapeur et pompe a 
palette . 

25 Une analyse par chroma tographie en polarite de 

phase inversee en utilisant le systeme I : colonne Vydac 
Sax-Protein (8 urn, 100 x 4,6 mm) avec un 
debit : 10 mL/min en utilisant comme eluant un gradient 
de formiate d' ammonium, dans les conditions suivantes : 
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t(min) FA 25 mM FA 1 M 

(%) (%) 

0 100 0 

1 100 o 
15 70 30 
17 100 0 



Elle indique un facteur de capacity k'= 3,2. 

5 On purifie par HPLC preparative en utilisant 

le systeme I d^crit ci-dessus . 

On obtient 48 mg de 9, soit 13,2 % de 

rendement . 

10 Caracterisation : 

- RMN X H (AM 400 Brttker) : 6 (ppm) : 7,83 (s, 

IH, H6) ; 6,31 (dd, 1H, HI') ; 4,68 (m, 1H, H4 * ) ; 4,39 
(m, 1H, H5', H5") ; 4,01 (d, 1H, H2 " ) ; 3,93 (d, 1H, H3 " ) 
; 3,58 (m, 2H, 2 Ha) ; 3,51 (t, 1H, H2 ■ ) ; 3,41 (m, 1H, 

15 H3') ,- 3,28 (m, 2H, 2 Hd) ; 2,10 (s, 5H, -CH 3 + 2 Hb) ; 
2,00 (m, 2H, 2Hc) . 

- RMN 13 C (Am 400 Bruker) : 5 (ppm) : 166,36 
<C2) ; 151,03 (C4) ; 136,73 (C6) ; 112,42 (C5) ; 77,33 
(CI 1 ) ; 72,46 (C4 ' ) ; 65,10 (C5 • ) ; 57,04 (C3) ; 51,71 

20 (C2«) ; 51,13 (Ca) ; 98,91 (Cd) ; 23,85 (Cc) ; 20,50 (Cb) ; 

II, 62 (-CH 3 ) . 

- RMN 31 P (U 400 Varian) : 5 (ppm) : -8,19 
(S, 2P, yP, OP) ; -18,99 (t, IP, 0P) . 

- Spec trome trie de masse (appareil LCQ en mode 
25 negatif) : M - H~ = 551,3 g.mol" 1 . 

- Spectre UV : Xmax =262 nm. 
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- Electrophorese capillaire : 
uep = -4,69 x 10" 4 cm 2 ^" 1 .s" 1 



Exemple 7 : Synthase de la 4- < aminobutyl ) -2- (guanosin-9- 
yl) -6- (hytfroxymethyl morpholine- 6 -triphosphate (morpholino 
G putrescine) 10. 

Le compost 10 repond a la formule (I) avec 
R 1 = guanine et R 2 = -CH 2 ) 4 -NH 2 - . 

Toutes les reactions sont conduites a 
temperature ambiante, sous agitation magnetique, dans un 
ballon de 50 mL. 

La guanosine, 5 '-triphosphate (50 mg, 

0,17 mmol, 1 eq. ) est dissoute dans 5 mL d'eau, puis est 
additionnee de 1 eq. de periodate de sodium (37 mg, 
0,17 mmol, 1 eg.). La solution est alors agitee pendant 
3 0 minutes. 

La putrescine (85 uL, 0,84 mmol, 5 eq. ) est 
ajoutee et 1'on mesure le pH de la solution qui est egal 
a 10... Si une valeur inferieure avait ete trouvee, on 
aurait ajoute du carbonate de potassium pour obtenir 
cette valeur. La solution est agitee pendant 45 minutes. 

Du boroh'ydrure de sodium (au total 8,7 mg, 
0,45 mmol, 2,5 eq. ) est ajoute en six fractions 
equivalentes, chacune dissoute dans 0,1 mL d'eau. Les 
autres fractions, chacune dissoute juste avant ajout, 
sont additionnees toutes les heures . 

Apres une nuit, la solution est neutralisee 
par ajout d ' acide formique 1M jusqu'a pH 4-5, puis elle 
est evaporee . 

On purifie le compose 10 par precipitation au 
methanol, puis passage sur 5 mL de resine Dowex sous 
forme Na+ . 
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On obtient 68 mg de compose 10, soit un 
rendement de 62,2 %. 

Caracterisation : . 

5 - RMN 1 H (AM 400 Bruker) : 5 (ppxn) : 8,29 (s 

1H, H8) ; 6,31(dd, 1H, HI', ; 4,74 ( ( m , 1H, H4 ■ ) - 4 37 

<». 2H, H5', H5-) ; 3,99 < m , 1 H , H2 - , , 3,96 (xn, 1H, H3 » ) 

; 3,79 (t, 1H, H2-); 3,47 (m, 2h , 2 H b) ; 3,39 (t, 1 H 

f \ ; 3 ' 19 <». 2h, 2 „ c) ; 2>06 {mr 2H ; 

0 2 Ha) ; 1,91 (m, 2H, 2 Hd) . 

- RMN 13 c (AM 400 Bruker) : 5 (pp m ) : 151,11 
(C6) , 154,11 (C2) ; 149,91 (C4); 136,95 (C8) ; H 3 , 46 
(C5) ; 76,99 (CI') ; 72,58 (C4 ' ) ; 65 .25 (C5 ' ) ; 56 95 

_ CCa> ; 51,81 (C2 ' ) , 50,52 ( C3 ' , , 30 ,04 (Cd) ; 23.'76 

3 (Cc) ; 20,36 (Cb) . 



IP, TP) 



- RMN ^(u 400 Varian) : 8 (ppin) , : _ 8 , 28 (d# 
-8,97 (d, IP, «P) ; -20,45 (t, IP, (3 P ) . 

- Spectrometrie de masse (appareil LCQ en 
mode negatif) : M — h~ = 576,9 g.mol" 1 . 

- Spectre UV : Amax = 252 run. 

- Electrophorese capillaire : 

pep = -3,41 x 10~ 4 cm^V-^s" 1 . 

Sample 8 : Svnthese de la 4- (aminobutvl, -2- (cytosin-x- 
yl) -6- (hydxoxvmethyl morpholine- 6 -triphosphate (xnorpholino 
C putrescine : li 

Toute la reaction est conduite a temperature 
ambxante, sous agitation magnetique, dans un ballon 
de 50 mL. 

La reaction est la meme que pour le compose 7, 
a partir de la cytosine, 5 ' -triphosphate (50 mg , 
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0,09 mmol, 1 eq.), de periodate de sodium (20 mg, 
0,09 mmol, 1 eq. ) , de la putrescine (47 uL, 0,47 mmol, 
5 eq) , du borohydrure de sodium (au total 9,1 mg, 
0,24 mmol, 2,5 eq.) ajoute en six fractions equivalentes , 
chacune dissoute dans 0,1 mL d'eau. 

Une analyse par chromatographie en polarite de 
phase inversee (systeme O) : colonne Merck Lichrocart 
125-4 LiChrospher 100RP-18 ( "endcapped" , 5 pm, 125x4 mm). 
Debit : 1 mL/min. Eluant : gradient TEAB 25 mM/MeOH, dans 
les conditions suivantes : 



t (min) 


TEAB 25 mM(%) 


MeOH ( % ) 


0 


97 


3 


2 


97 


3 


10 


90 


10 


15 


90 


10 


17 


97 


3 



indique un facteur de capacite k'= 4,18. 

On purifie le compose 11 par precipitation au 
methanol, puis passage sur 5 mL de resine Dowex sous 
forme Na + . 

On obtient 47 mg de 11, ce qui correspond a 
8 5,4 % de rendement. 

Caracterisation : 

- RMN : H (AM 400 Bruker) : 5 (ppm) : 7,78 (d, 
1H, H6) ; 6,17 (d, 1H, H5) ; 5,96 (dd, 1H, HI 1 ) ; 
4,22 (m, 1H, H4 1 ) ; 3,91 (m, 2H, H5', H5") ; 3,28 (m, 1H, 
H2"); 3,20 (m, 1H, H3") ; 3,16 (m, 2H, 2 Ha) ; 2,80 (m, 
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2H, 2 Hd) ; 2,44 (m, 1H, H2 ' ) ; 2,32~(m, 1H, H3 1 ) ; 
1,79 (m, 4H, 2 Hb + 2 He) 

- KMN 13 C (AM 400 Briiker) : 8 (ppm) : 166,056 
(C4) ; 157,28 (C2) ; 142,43 (C6) ; 96,88 (C5) ; 80,57 
(CI 1 ) ; 75,13 (C4'> ; 66,48 (C5«) ; 57,11 (Ca) ; 55,30 
(C2') ; 52,45 (C3 ' ) 30,66 (Cd) ; 25,29 (Cc) ; 22,70 (Cb) , 

- RMN 31 P (WM 250 Briiker) : 5 (ppm) : -5,42 
(d, IP, TP) ; -10,06 (d, IP, OP) ; -20,82 (m, IP, pP) . 

- Spectrometrie de masse (appareil LCQ en 
mode negatif) : M - H~ = 536,0 g.mol" 1 . 
Spectre UV : Amax = 2 68 run 

Electrophorese capillaire : 
liep = -2,99 x 10" 4 cm 2 ^" 1 ^" 1 . 

Sxemple 9 s S^tbese de la 4- [5 ( (2-asniaobutyl) - 
fchioureidyl ) fluorescein) ] -2- ( adenosis*- 3 -yl) -6- (hydroxy- 
Kiefchyl) -morpholine- 6 -triphosphate (morpholiao A pu- 
trescine- f luoresceiae ) 12 • 



Ce compose 12 repond a la formule (I) avec R 1 
representant 1' adenine, et R 2 representant (CH 2 ) 4 NHR 3 ou R 3 
est un groupe derive de la fluoresceine. 

Toutes les reactions sont conduites a la 
temperature ambiante, sous agitation magnetique, dans un 
25 ballon de 100 mL. 

On ajoute en trois fois et progress ivement a 
200 mg (0,3 mmol, 1 eq.) de la Morpholino A putrescine 
7 de l'exemple 5, dans un melange eau/pyridine (1/1), 
184,9 mg (0,5 mmol, 1,5 eq.) de fluoresceine 
isothiocyanate . Le milieu est agite pendant 48 heures 
avant d'etre evapore a sec. 
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Une analyse par chromatographic en polarite de 
phase inversee sur la colonne Merck LiChrocart 
125-4 LiChrospher 100 RP-18 ( " endcapped" , 5 p, # 
125x4 mm) , avec un debit de 1 mL/min en utilisant comme 
eluant : TEAA 25mM/MeOH [97/3], indique un rendement 
d'environ 48% (k'=7,51). 

Purification : elle est faite par chroma tographie "flash" 
sur une colonne de silice a polarite de phase inversee 
C-18 (Econosil prep 90, Alltech, France). L ' eluant est un 
gradient eau/MeOH. 



Caracterisation : 

- RMN X H : 5 (ppm) : 8,57 (s, 1H, H2 ) , 8,31 (s, 
1H, H8), 8,20-6,65 (9H, fluorescein) , 5,79 (dd, 1h, 
HI'), 4,25(m, 1H, H4 1 ), 4,11 (m, 2H, H5 • , H5 - ) , 3,60 (s, 
2H, CH 2 putrescine) , 3,12 (d, 1H, H3 " ) , 2,93 (d, 1H, H2 - ) , 
2,81 (m, 1H, H2'). 2,59 (m, 2H, CH 2 putrescine), 2,50 (dd, 
1H, H3 1 ), 1,79 (s, 2H, CH 2 putrescine), 1,62 (m, 2H, CH 2 
putrescine) 

- RMN 31 P : 5 (ppm) : -8,45 (dd, IP, yP) , -13,25 
(dd, IP, ccP) , -24,20 (t, IP, pP) 

Spectrometrie de masse : M-H" = 949,2 g.mol" 1 

Exemple 10 : Synthese de la 4- [5 ( ( (2-aminobutyl) - 

thioureidyl) fluorescein) 1-2- (thymidin-l-yl) -6- (hydroxy- 
methyl) morpholine- 6 -triphosphate (morpholino T 

putrescine fluoresceine) 13. 

Toutes les reactions sont conduites a 
temperature ambiante, sous agitation magnetique, dans un 
ballon de 25 mL. 
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A 30 mg (0,05 mmol, 1 eq) du compose 9 dissous 
dans 2 mL d'un melange eau/pyridine (1/1), on ajoute en 
trois fois 31 mg . (0,08 mmol, 1,5 eq.) de fluoresceine 
isothiocyanate. Le milieu est agite pendant 48 heures 
avant d'etre evapore a sec. 

On purifie le compose 13 par chromatographie 
liquide hautes performances semi-preparative, sur une 
colonne a polarite de phases inversee (Systeme L) : 
colonne Macherey Nagel Nucleosil 7 C-18 (7 \xm, 250 x 21 
mm) . Debit : 10 mL/min. Eluant : TEAB 25 mM/CH 3 CN, dans 
les conditions suivantes : 



t(min) 


TEAB 25 mM 


CH 3 CN 




(%) 


(%) 


0 


100 


0 


4 


100 


0 


15 


73 


27 


18 


100 


0 



Caracterisation : 

- Spectrometrie de masse (appareil LCQ en mode 
positif) : M-H + = 942, 1 g.mol' 1 . 

- Spectre UV : Xmax = 488 nm. 

- Electrophorese capillaire : 

Mcp = -4,23xl0" 4 cm z .V -1 . s" 1 . 
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Example 11 : Synthese de la 4- [5 ( ( (2-aminobutyl) - 
thioureidyl) fluorescein) ] -2- (guanosin-9-yl) -6- (hydroxy- 
methyl) morpholine- 6 -triphosphate (morpholino G putres- 
cine f luoresceine) 14. 

Toutes les reactions sont conduites a 
temperature ambiante, sous agitation magnetique, dans un 
ballon de 25 mL. 

A 30 mg (0,05 mmol, 1 eq.) du compose 10, 
dissous dans 2 mL d'un melange eau/pyridine (1/1), on 
ajoute en trois fois et progress ivement 30 mg 
(0,08 mmol, 1,5 eq.) de f luoresceine isothiocyanate. Le 
milieu est agite pendant 48 heures avant d'etre evapore a 
sec . 

Une analyse par chromatographie en polarite de 
phase inversee (systeme M) : colonne Merck-LiChrochart 
125-4 LiChrospher 100 RP-18 (« endcapped », 5 ym, 125 x 4 
mm) . Debit : 1 mL/min. Eluant : gradient TEAB 2 5 mM/CH 3 CN, 
dans les conditions suivantes : 



t(min) 


TEAB 25 mM 


CH 3 CN 




(%) 


(%) 


0 


100 


0 


4 


100 


0 


15 


73 


27 


18 


100 


0 



indique un rendement d'environ 24 % (k ! = 4,62). 

On purifie le compose 14 par chromatographie 
liquide hautes performances semi -preparative , sur une 
colonne a polarite inversee en utilisant le Systeme L de 
l'exemple 10. 

On obtient 14,5 mg de compose 14, soit un 
rendement de 3 0,0 %. 
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Caracterisation : 

- RMN X H (AM 400 Brtiker) : 8 (ppm) : 7,87 (s, 
1H, H8) ; 7,70-6,63 (9H, f luoresceine) ; 5,60 (dd, 1H, 
HI') ; 4,18 (m, 1H, H4») ; 4,12 (m, 2H, H5\ H5 " ) ; 3,82 

5 (m, 1H, Ha) ; 3,61 (m, 1H, Ha) ; 3,08 (d, 1H, H3 " ) ; 2,95 
(d, 1H, H2") ; 2,82 (m, 1H, H2 ' ) ; 2,71 (m, 1H, Hd) ; 2,55 
(m, 1H, Hd) ; 2,39 (t, 1H, H3 ' ) ; 1,77 <m, 2H, 2 Hb) ; 
1, 62 (m, 2H, 2 He) . 

- RMN 13 C (AM 400 Briiker) : 5 (ppm) : 180,58 
10 (plusieurs C f luoresceine) ; 158,37 (plusieurs C 

f luoresceine) ; 136,98 (C6) ; 131,06 (C2) ; 126,7 
(C4) ; 122,85 (plusieurs C f luoresceine ) ; 112,03 
(C8) ; 103,80 (plusieurs C f luoresceine) ; 78,91 (CI ' ) ; 

74,83 (C4») 65,96 (C5') ; 57,27 (Ca) ; 53,79 (C2 • ) ; 
15 52,56 (C3 1 ) ; 48,87 (Cd) ; 25,70 (Cc); 22,75 (Cb) . 

- RMN 31 P (U 400 Varian) : 5 (ppm) : -4,93 
(dd, IP, TP) ; -9,82 (d, IP, CCP) ; -19,94 (t, IP, pP) . 

- Spectrometrie de masse (appareil LCQ en 
20 mode negatif ) : M - H " = 985,3 g.mol" 1 . 

- Spectre UV : Ajnax = 494 nm 

- Electrophorese capillaire : 

pep = -3,83 x 10" 4 cm 2 ^" 1 .s" 1 . 



25 Exemple 12 : Svnthese de la 4- [5 ( ( (2-aminobutyl) - 
thioureidyl) fluorescein) ] -2- (cytosin-l-yl) -6- (hydroxy- 
methyl) morpholino- 6 -triphosphate (morpholino C putrescine- 
f luoresceine) 15. 

Toutes les reactions sont conduites a 
30 temperature ambiante, sous agitation magnetique, dans un 
ballon de 10 mL. 

A 3 0 mg (0,05 mmol, 1 eq) du compose 11, 
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dissous dans 2 ml d'un melange eau/pyiridine (1/1), on 
ajoute en trois fois 36 mg (0,09 mmol, 1,5 eq.) de 
fluoresceine isothiocyanate . Le milieu est agite pendant 
48 heures avant d'etre evapore a sec. 

Une analyse par chroma tographie en polarite de 
phase inversee (systeme M decrit dans 1 ' exemple 11) 
indique un facteur de capacite k*=4,7. 

On purifie le compose 15 par chromatographic 
liquide hautes performances semi-preparative, sur une 
colonne a polarite de phases inversee (Systeme L de 
1 ' exemple 10 ) . 

On obtient 22,7 mg du compose 15, soit un 
rendement de 44,3%. 

Caracterisation : 

- RMN X H (AM 400 Bruker) : S (ppm) : 7,99 (s, 
1H, H6) ; 7,87-6,69 (9H, fluoresceine); 5,78 (d, 2H» H5 + 
HI') ; 4,14 (m, 1H, H4') ; 3,77 (m, 2H, H5 1 , H5") ; 3,36 
(m, 2H, 2 Ha) ,- 3,32 (m, 1H, H2 » ) ; 3,03 (m, 1H, H3 - ) ; 
2,81 (m, 1H, H2'); 2,69 (m, 2H, 2 Hd, 1,79) ; 2,30 (m, 
1H, H3 1 ) ; 1,79 (m, 2H, 2 Hb) ; 1,68 (m, 2H, 2 He) 

- RMN 13 C (AM 400 Bruker) : 5 (ppm) : 175,06 
(plusieurs C fluoresceine) ; 157,62 (C2) ; 141,39 
(plusieurs C fluoresceine) ; 131,56 (C6) ,- 121,06 
(plusieurs C fluoresceine) ; 114,60 (plusieurs 
C fluoresceine) ,- 103,30 (plusieurs C fluoresceine) 
96,53 (C5) ; 79,10 (CI ' ) ; 73,67 (C4') ; 65,42 (C5') 
58,89 (Ca) ; 57,19 (C2 • ) ; 51,78 (C3 ' ) ; 46,61 (Cd) 
25,48 (Cc) ; 21,38 (Cb) 

- RMN 31 P(U 400 Varian ) : 5 (ppm) : -2,97 (d, 
IP, Y?) ; -7,54 (d, IP, aP) ; -18,56 (m, IP, pp) . 



WO 00/50626 



41 

- Spectrometrie de masse - (appareil LCQ 
en mode negatif) : M — H~ = 925 , 2 g.mol" 1 . 
Spectre UV : Xmax = 491 nm . 
Electrophorese capillaire : 
5 pep = -4,26 x 10 cm 2 .V" 1 . s" 1 . 

Exexnple 13 s Utilisation du morpholino T glycine pousr 
1° analyse d'une sequence d'&DNo 

On teste le morpholino T glycine 4 de 
10 l'exemple 2 en reaction de sequence avec des amorces 
f luorescentes (Applied Biosystems, Perkin-Elmer , Foster 
City, CA, USA) sur une matrice standard qui est un ADN 
plasmidique Bluescript (Stratagene, La Jolla, CA, USA) . 
L 1 enzyme utilisee est une Taq Polymerase (Perkin-Elmer) 
15 que l'on utilise dans son tampon (tampon TACS, Perkin- 
Elmer) . 

On effectue deux reactions avec le morpholino 
T glycine a 200 et 500 \m (tableau 4), ainsi que deux 
reactions temo'ins (tableau 5) avec le didesoxynucleotide 
2 0 T (Boehringer) . 

Le milieu reactionnel d'un volume total de 
10 yL contient 125 ng de matrice, 1,25 pmoles d' amorce 
fluorescente et les autres constituants donnes dans les 
tableaux 4 et 5 . Le milieu est soumis a des cycles 

2 5 thermiques afin de realiser en nombre des molecules de 
brins d' ADN neof ormes . Une amplification sur un appareil 
Perkin-Elmer 9700 est realisee, selon les sequences 
suivantes : 3 min., 95°C ; 15 cycles (15 sec, 95°C ; 
15 sec, 55°C ; 1 min., 70°C) ; 15 cycles (15 sec, 

30 95°C ; 1 min., 70°C) , Le produit d 1 amplification est 
purifie sur colonne de Sephadex G50. 
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La migration du produit d 1 amplification obtenu 
dans l'eluat de colonne est faite en gel denaturant (uree 
7M) d'acrylamide de type Long Ranger (6%), en TBE IX, sur 
un appareil Applied Biosystems 3 77. L ' electrophorese se 
5 deroule pendant 12 heures sous 150 0 V. 

La preparation de la solution stock de 
nucleotides representant ici un melange des quatre 
nucleosides triphosphates naturels, appauvri en thymidine 
triphosphate (appele dTTP mix) est effectuee de la fagon 
10 suivante . 

On melange 2joL d'une solution 1,25 mM de dTTP 
(Promega) avec 2^1L de dATP 5 mM ( Pr omega ) , 2jlL de dCTP 
5 mM (Promega) et 2 |1L de dGTP 5 mM (Promega) . 



Tableau 4 





Morpholino T glycine 200 jiM 


Morpholino T glycine 500 pM 


Tampon TACS (x5) 


2nL 




Z1M13 Primer (JOE) 


1 fiL 


1 pL 


DTTP mix 


1 HL 


1 HL 


Morpholino T glycine 2 mM 


1 HL 


2,5 iiL 


Taq (3U/fiL) 


1 |iL 


1 ixL 


Matrice 


1 


1 


H a O 




1,5 iiL 


5 

Tableau 5 




ddTTP 250 


ddTTP 300 \sM 


Tampon TACS (x5) 


2^L 


2^iL 


Z1M13 Primer (ROX) 


1 nL 


1 nL 


DTTP mix 


1 nL 


1 HL 


DdTTP 2,5 mM 


1 jiL 


2.5 iiL 


Taq (3U/nL) 


1 fiL 


1 HL 


Matrice 


1 nL 


1 HL 


H z O 


3\iL 


1.5 HL 
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On detecte les produits des reactions de 
sequence par fluorescence. Les resultats obtenus sont 
representes sur la figure annexee qui illustre la 
5 detection des produits dans le gel de sequengage analyses 
par le logiciel Perkin Elmer Analysis, version 3.0. 

Pour chaque essai, les primers sont 
identif iables par leurs proprietes de fluorescence, le 
marqueur ROX (rouge) pour la reaction de contr61e avec le 
10 didesoxythymidine triphosphate 250 \im (courbe en tirets) 
et le marqueur JOE (vert) pour la reaction concernant la 
morpholino T glycine 200 \xm (courbe en trait plein) . 

Comme le montre la figure, les resultats de 
ces tests sont tout a fait concluants puisque le 
15 morpholino T glycine est bien incorpore de maniere base 
specif ique par la Taq Polymerase, et agit bien comme un 
terminateur de chaine. 

Les trois autres morpholino-nucleotides 1, 5 
et 6 peuvent etre employes de la m§me maniere pour 
20 determiner les positions des quatre bases de I'ADN dans 
le fragment a analyser. 



Exemple 14 : Test des morpholino A putrescine et 
morpholino A fluoresceine en seguenfage. 

25 On teste les morpholino A putrescine (MATPP) 7 

et morpholino A fluoresceine (MATPPF) 12 en reaction de 
sequence avec des amorces f luorescentes (Applied 
Biosystems, Perkin-Elmer , Foster City, CA, USA) sur une 
matrice standard qui est un ADN plasmidique Bluescript 

30 (Stratagene, La Jolla, CA, USA). L ' enzyme utilisee est 
une Taq Polymerase (Perkin-Elmer) que 1 ' on utilise dans 
son tampon (tampon Thermo Sequenase, Amersham, Life 
Science) . 
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On effectue trois reactions de sequence avec 

le MATPP a 100, 200 et 400 HM et quatre reactions de 

sequence avec le MATPPF a 200, 500, 1000 et 

5000 hm, ainsi que des reactions temoins avec le 

didesoxynucleotide ddATP a la concentration de 250 uM 
(Boehringer) . 

Le milieu reactionnel d'un volume total de 
10 uL contient 125 ng de matrice, 1,25 pmoles d 1 amorce 
fluorescente et les autres constituants tel que decrit 
dans les tableaux. 

Le milieu est soumis a des cycles thermiques 
afin de realiser en nombre des molecules de brins d'ADN 
neof ormes . Une amplification sur un appareil Perkin-Elmer 
9700 (Gene Amp®, PCR System 9700) est realisee, selon les 
sequences suivantes : 

MATPP 7 3 min, 95°C ; 30 cycles (1 5 sec, 95°C ; 15 sec, 55°C ; 1 min, 70°C) 
MATPPF 12 3 min, 95°C ; 30 cycles (15 sec, 95°C ; 15 sec, 55°C ; 4 min, 60°C) 

Les produits d ' amplification sont purifies sur 
colonne de Sephadex G50. Les produits de chaque reaction 
de sequence sont melanges aux produits d'une reaction 
temoin et analyses par electrophorese. 

La migration du melange obtenu est faite en 
gel denaturant (uree 7M) d'acrylamide de type Long Ranger 
(6%), en TBE IX, sur un appareil Applied Biosystems 
377 (ABI Prism DNA Sequencer, Perkin Elmer) . 
L' electrophorese se deroule pendant 7 heures sous 1680 V, 
50 mA. 

Preparation de la solution stock de nucleotides : dATP 
mix pour 16 reactions 

representant ici un melange des quatre nucleotides 
triphosphates naturels , appauvri en desoxyadenosine 
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triphosphate (appele dATP mix) : on melange 4|iL d'une 
solution 1,25 rnM de dATP (Promega) avec 4|XL de dTTP 
5 mM (Promega), 4|LiL de dCTP 5 mM (Promega) 4 jllL de dGTP 
5 mM (Promega) . 

5 Tableau 6 

Preparation du Mix commun pour 15 reactions 



/reaction /15 reactions 

Tampon TACS (x5) 2 \iL 3 0 J1L 

dATP mix 1 JJ.L 15 (XL 

Tag (5U/J1L) 1 |i.L 15 HL 

Matrice (plasmide 2 jllL 3 0 |XL 

Bluescript ) 



Preparation de la solution mere 2mM de MATPP 7 : 
10 (1,17 mg de MATPP 7 est dilue dans 1,04 ml d'H 2 0. 



Tableau 7 

Reactions avec la morpholino ATPP 2mM 





Morpholino 
ATPP 400 u.M 


Morpholino 
ATTP 200 |iM 


Morpholino 
ATTP 100 |iM 


Mix commun 


6 \iL 


6 nL 


6(iL 


Z1M13 Primer (JOE) 


1uL 


1 


1 |XL 


Morpholino ATPP 2 mM 


2jxL 


1 


0,5 \iL 


H z O 


1 nL 


2\xL 


2,5 
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Tableau 8 

Trois reactions de controle avec le didesoxyadenosine 
triphosphate (ddATP) 2,5 mM 





DdATP 250 pM 


Mix cominun 


6 J1L 


Z1M13 Primer (ROX) 


1 J1L 


DdATP 2,5 iriM 


1 \±L 


H 2 0 


2 JLLL 



Preparation de s solutions meres 20 mM et 2mM de MATPPF 12 

Solution So a 20 mM : diluer 1 • echantillon (2,2 mg) dans 
110, 5 pL d f H 2 0 

Sol ution S! a 2 mM : prelever 10 U L de S 0 et raj outer 
90 uL d'H 2 0 



Tableau 9 

Reactions avec la morpholino ATPPF 20 mM (S 0 ) 





MATPPF 1000 JIM 


MATTPF 5000 [IM 


Mix commun 


6 |IL 


6 (XL 


21M13 Primer (JOE) 


1 (XL 


1 |XL 


Morpholino ATPPF 2 0 mM 


0, 5 


2 , 5 |J.L 


H 2 0 


2,5 [1L 


0,5 |IL 
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Tableau 10 

Reactions avec la morpholino ATPPF 2 mM (Si) 





MATPPF 500 nM 


MATTPF 200 \tM 


Mix commun 


6jxL 




Z1M13 Primer (JOE) 


1jiL 


1 UL 


Morpholino ATPPF 2 mM 


2.5 


1 jiL 


H z O 


0,5 hL 


2jiL 



Tableau 11 

Quatre reactions de control e avec le didesoxyadenosine 
triphosphate (ddATP) 2,5 xnM 





ddATP 250 flM 


Mix commun 


6 \iL 


Z1M13 Primer (ROX) 


1 |1L 


ddATP 2,5 mM 


1 |LIL 


H 2 0 


2 |LIL 



On donne sur la figure 2 les resultats obtenus 
avec le morpholino A putrescine 7 a 100 yM et le 
morpholino A fluoresceine 12 a 5 mM, entre la 90* me et la 
250 6tne base. 

On constate done que ces deux derives agissent 
bien comme des terminateurs de chalne. De plus, il est a 
noter que les reactions effectuees avec le derive 
fluorescent, le morpholino A fluoresceine, ont ete 
detectees par le fluorophore porte par ce derive : on a 
done prepare un terminateur de chaine fluorescent. 
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Exemple 15 : Utilisation des morphblino A putr seine 
(MATPP ) et morpholino A fluoresceine (MATPPF) pour le 
marquage matrice-dependant de fragments d'ADN en 3 • ; 
test de 1 • incorporation enzymaticjue de ces composes par 
trois polymerases (Taq, Klenow, Klenow Exo Free) et une 
transcriptase inverse. 

Ces deux derives de nucleosides triphosphates 
sont testes en incorporation enzymatique pour marquer un 
oligonucleotide de 13 bases de long en son extremite 3 ' . 
Ce marquage est dit "matrice dependant" car les enzymes 
utilisees ont besoin de la cible complementaire pour 
allonger 1 ' oligonucleotide selon les regies de Watson & 
Crick. La sequence A (17870 pmol/mL) etudiee ainsi que sa 
cible C (16128 pmol/mL) sont donnees dans la figure ci- 
dessous : 



Clble c = 3'-TGC CAA CCA ACC CCA CCT CAA CCT CTG-5' 

Amorce A : 5'-ACG GTT GGT TGG G (13 bp) 

Fragments attendus :5'-ACG GTT TGG GGT GGA (18 bp) 

et longueurs (bp) :5'-ACG GTT GGT TGG GGT GGA GTT GGA (24 bp) 

5'-ACG GTT GGT TGG GGT GGA GTT GGA GA (26 bp) 
5'-ACG GTT GGT TGG GGT GGA GTT GGA GAC (27 bp) 

Trois enzymes sont utilisees pour ce marquage : 
la Taq DNA polymerase (Boehringer Mannheim) , la Klenow 
(Boehringer Mannheim) et la Klenow Exonuclease Free 
(Amersham Life Science). L ' amorce est marquee en son 
extremite 5' par incorporation de 32 P phosphate avec le 
kit "Ready to go" T4 Polynucleotide Kinase (Pharmacia 
Biotech). L'amorce radiomarquee est notee A*. 

On prepare les tampons de reaction des trois 
enzymes pour 10 reactions : 
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Tableau 12 



5 



(en (ID 


Reaction Taq 


Reaction 
Klenow Exo 
Free 


C 


50 


50 


A 


10 


10 


A* 


10 


10 


Tp 10X 


50 


50 


H 2 0 


50 


50 




Tableau 13 




(en HL) 


Reaction 
Klenow 




C 


50 




A 


10 




A* 


10 




Tp 5X 


100 




H 2 0 


0 





Les enzymes sont ensuite diluees de la fagon 
suivante, pour 10 reactions : 
10 - Taq (5U/pL) : 10X0,1 |jL de Taq + 10X15,5 (jL d'H 2 0 

- Klenow (20U/|jL) : 10X0,1 pL de Klenow + 10X15,5 pL d'H 2 0 

- Klenow Exo Free (5U/pL) : 10X0,1 pL de Klenow Exo Free + 10X15,5 pL d'H 2 0. 

On prepare egalement des solutions contenant 
les nucleosides triphosphates normaux : 
15 - Solution M 2P M composee d'un melange de dGTP et dTTP a 

0,1 inM chacun 

- Solution n 4P" composee d'un melange de dATP, dCTP, 
dGTP et dTTP a 0 , 1 mM chacun 

Les reactions de mises en oeuvres sont decrites 
20 dans le tableau 14 suivant : 



WO 00/50626 so PCT/FR00/00427 



3 
© 
XI 



0\ 






o 


to 


O 


o 


o 


»— « 


15,6 


00 


3$. 

o 


t— 


»r> 


o 


. o 


o 




*o 


vq 
in 




O 


r- 


*o 


o 


o 


o 






VO 


v© 


s 

=5. 
O 
O 




»o 


o 


o 


o 


o 


ri 


VO 

<n 




2,5 mM 




*n 


o 


o 


*o 

V© 


o 


*o 
so 


VO 




o 




*o 






o 


o 


*o 






s 

51. 

o 
o 


r- 
i— « 


*o 


o 


*n 


o 


o 




vq^ 
vT 




S 

=4. 
O 

o 


r- 


<o 


o 


o 


o 


o 


ri 


vo - 
to" 








o 


o 


o 


o 


o 


m 

m 


o 


C 




Reaction 


cu 

r 1 


Oh 


MATPP 2 mM 


MATPPF 20 mM 


MATPPF 2mM 


O 

rsj 


Enzyme 



WO 00/50626 



PCT/FR00/00427 



51 

Le morpholino A putrescine est ainsi teste 
trois concentrations : 400, 200 et 50 (IM tandis que 
le morpholino A fluoresceine est mis en reaction a 
2,5 mM, 400, 200 et 50 ^IM. 

Avant l'ajout de 1' enzyme, le melange est 
denature a 94°C pendant 5 minutes. Puis on laisse 
revenir a temperature ambiante afin que 1 1 hybridation 
ait lieu. L ' elongation est effectuee a 70°C pour la 
Taq, 37 °C pour les deux Klenow, et ce pendant 
10 minutes. Enfin, le milieu est a nouveau denature par 
une solution de formamide et chauffage a 90 °C pendant 
5 minutes avant d'etre depose sur un gel de 
polyacrylamide. La separation est effectuee par 
electrophorese a 2000 V. La lecture du gel est faite au 
Phosphorimager ; les resultats obtenus sont montres sur 
la figure 3 . 

Sur cette figure, les pistes numero 1 
servent de controle de migration de 1 ' oligonucleotide A 
marque. Cet oligonucleotide a une longueur de 13 bases 
(13-mer) . Les pistes 2, 3 et 4 permettent de suivre 
1 ' allongement de 1 ' oligonucleotide A et 1 ' incorporation 
du morpholino A putrescine. Dans ces conditions, seuls 
les nucleotides dGTP et dTTP (solution "2P") ont ete 
ajoutes et sont utilisables par 1 ' enzyme pour proceder 
a 1' extension de 1 ' amorce . La presence du morpholino A 
putrescine dans le milieu reactionnel permet son 
incorporation au niveau de la base 18. Un temoin a ete 
effectue, en ne mettant dans le milieu que le melange 
"2P M ; dans ce cas, 1 ' enzyme poursuit son extension 
jusqu'a la 17^ e base puisqu'elle n'a pas de derive de 
1' adenosine pour continuer sa polymerisation. Ainsi, la 
difference de migration entre ce temoin, long de 17 
bases, et les reactions 2, 3 et 4 confirme 
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1' incorporation du MATPP e t 1 ' interruption de 
1 Elongation de la chaine. Les reactions 5 a 
8 correspondent aux memes reactions avec le morpholino 
A fluoresceins. La encore, le MATPPF est bien incorpore 
5 et arrete la polymerisation du brin complementaire. On 
note toutefois pour les deux Klenow, qu'il y a eu 
parfois incorporation d'une autre base (G ou T) a la 
Place du derive morpholino. En effet, on trouve dans 
ces cas des produits d' elongation, correspondant aux 
10 18- et 24-mer. 

Le puits 9 (voir figure 4) est une reaction 
de controle : le milieu reactionnel contient les 
4 desoxynucleotides normaux et peut de ce fait allonger 
1' amorce jusqu'a son extension maximale, c'est-a-dire 
15 jusqu'a obtention du 27-mer. 

En conclusion, les trois enzymes 

xncorporent le morpholino A putrescine et le morpholino 
A fluoresceine dans toutes les concentrations testees, 
y compris aux plus faibles concentrations. 

La capacite des transcriptases inverses a 
incorporer les derives morpholinonucleotides au cours 
de 1' extension d' oligonucleotides a ete confirmee. Dans 
ce test, la transcriptase inverse (M-MLV, Promega • 
activite : 200 000 U/mL) est choisie comme modele! 
Cette derniere est capable de synthetiser un brin d'ADN 
complementaire d'une cible (ADN ou ARN) , a partir d'une 
amorce oligonucleotide, en presence de nucleosides 
triphosphates. On teste done les morpholino A 
putrescine et morpholino a fluoresceine a des 
concentrations finales de 250 m . Une copie de controle 
est aussi deposee sur le gel, avec les guatre 
nucleosides triphosphates de la solution "4P". 
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La sequence de la cible C (27-mer, 16128 
pmol/mL) est celle de 1' amorce B (14-mer, 56368 
pmol/mL) sont montrees ci-dessous. Cette amorce B, 
marquee de fagon radioactive est notee B* . 
5 La solution B* contient alors 10 pmol de 

1' amorce B dans un volume de 50 yL. On dilue egalement 
les solutions de C et B dix fois ; ces solutions sont 
not6es respectivement C/10 et B/10. 

10 Cible C : 3'-TGC CAA CCA ACC CCA CCT CAA CCT CTG-5' 
Amorce B : 5-ACG GTT GGT TGG GG (14 bp) 

Tableau 15 

15 



(en JXL) 


Reaction 
1 


Reaction 
2 


Reaction 
3 


Reaction 
4 


C/10 


2 


2 


2 


0 


B* 


5 


5 


5 


5 


B/10 


3 


3 


3 


0 


Tampon 5X 


4 


4 


4 


0 


MATPP 2 mM 


2,5 


0 


0 


0 


MATPPF 2 mM 


0 


2,5 


0 


0 


"2P" 


2,5 


2,5 


0 


0 


u 4p „ 


0 


0 


2,5 


0 


H 2 0 


0 


0 


0 


15 


Enzyme 


1 


1 


1 


0 



Comme precedemment , le melange est 
denature, avant l'ajout de l 1 enzyme, a 94°C pendant 
5 minutes et on laisse revenir a temperature ambiante . 
20 L* elongation se fait a 37°C pendant 60 minutes. Le 
milieu est denature par une solution de formamide et 
chauffage a 90 °C pendant 5 minutes avant d'etre depose 
sur un gel de polyacrylamide . La separation se fait par 
electrophorese a 1500 V. La lecture du gel est faite au 
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Phosphorimager ; les resultats obtenus sont donnes sur 
la figure 4 . 

Sur .cette figure, la piste 4 permet 
d'estimer la longueur de 1' amorce B marquee. La piste 

3 montre 1 ' allongement maximal de 1' amorce B jusqu'a un 
produit final de 27 paires de bases en presence des 

4 desoxynucleotides naturels. Les reactions 1 et 
2 montrent que les derives morpholino sont incorpores 
au cours de 1' elongation de 1' amorce B par la 
transcriptase inverse. Cette incorporation est 
quantitative et fournit un produit de 18 paires de 
bases (en absence de derive morpholino, 1' extension est 
bloquee a la 17* me base) . 

En conclusion, les derives morpholino sont 
tres bien reconnus par la transcriptase inverse et 
incorpores dans les amorces en cours d' allongement 
selon un processus base specif ique. 
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REVENDICATIONS 



1. Procede de fabrication d'un fragment 
d'acide nucleique { ADN ou ARN) marque en 3', qui 
5 comprend 1 ' incorporation enzymatique d'un derive de 
nucleotide ayant pour precurseur un compose de 
formule : 



HO P O- 



OH 



OH 



P O 



OH 



(D 



10 dans laquelle R 1 represente une 
represente un groupe repondant 
suivantes : 

- (CH 2 ) n -NH 2 
-(CH 2 ) n -COOH 
15 -<CH 2 ) n -NH-R 3 

-(CH 2 ) n -CO-R 3 
dans lesquelles n est un nombre 
12 et R 3 est un groupe derive 
proteine, d'une enzyme, d'un 
20 peptide, a 1'extremite 3' OH 
nucleique . 



^ R2 

base nucleique et R 2 
a l'une des formules 

-(CH 2 ) n -SH 
-(CH 2 ) n -OH 
-(CH 2 ) n -SR 3 
-(CH 2 ) n -OR 3 

entier allant de 1 a 
d ' un marqueur , d ' une 
acide gras ou d'un 
du fragment d'acide 



2. Procede de modification d'un fragment 
d'acide nucleique par incorporation enzymatique en 3' 
25 d'un morpholino-nucleotide modifie ayant pour 
precurseur un compose repondant a la formule : 
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10 



O 



O 



O 



HO- 



O 



OH 



OH 



OH 



Rl 



-N — 



(I) 



I 



R2 

dans laquelle R 1 represente une base nucleique et R 2 
represente un groupe repondant a 1'une des formules 
suivantes : 

-(CH 2 ) n -NH-R 3 
-(CH 2 ) n -CO-R 3 
-(CH 2 ) n -SR 3 
-(CH 2 ) n -OR 3 

dans lesquelles R 3 represente un compose choisi parmi 
les photoreticulants, les acides gras, les peptides 
hydrophobes, les anticorps, les enzymes et les 
f luorophores . 



3. Precede de sequengage d'un acide 
15 nucleique (ADN ou ARN) par la technique de 
polymerisation enzymatique de la sequence 

complementaire de cet acide nucleique en utilisant des 
terminateurs de chaines, dans lequel au moins l'un des 
terminateurs de chaines a pour precurseur un compose 
2 0 repondant a la formule : 



O 



HO P O P O 



OH 



OH 



O 



OH 



(I) 



i 

R2 
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10 



dans laquelle R 1 represente une base nucleique et R 2 
represente un groupe repondant a l'une des formules 
suivantes : 

" (CH 2 ) n -NH 2 - (CH 2 ) n-SH 

- ( CH 2 ) n -COOH - ( CH 2 ) n -OH 



- (CH 2 ) n -NH-R J 



-(CH 2 ) n -SR 3 



- (CH 2 ) n -CO-R J - (CH 2 ) n -OR 3 

dans lesquelles n est un nombre entier allant de 1 a 
12 et R 3 est un groupe derive d'un marqueur, d'une 
proteine, d'une enzyme, d'un acide gras ou d'un 
peptide . 



4. Procede selon la revendication 1, 2 ou 
3, dans lequel 1 ' enzyme est le fragment de Klenow de 
15 1'ADN polymerase. 



5. Procede selon la revendication 1, 2 ou 
3, dans lequel 1 ' enzyme est une polymerase 
thermoresistante d'une bacterie Thermophile ou la 
terminale transferase ou la transcriptase inverse. 

6. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5 , . dans lequel la base nucleique est 
une base nucleique naturelle choisie parmi 1' adenine, 
la guanine, la cytosine, la thymine, l'uracile, la 
xanthine, 1 'hypoxanthine, la 2-aminopurine et leurs 
derives . 



30 



7. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5, dans lequel R 1 repond a l'une de 
formules suivantes : 
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8. Procede selon l'une guelconque des 
revendications 1 a 7, dans lequel le marqueur est 
choisi parmi les produits radioactifs, les produits 
luminescents , electroluminescents et fluorescents, les 
molecules capables de se coupler a d'autres molecules, 
les molecules autorisant des interactions du type 
antigene-anticorps, et les marqueurs enzymatiques . 

9. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7, dans lequel R 3 est un 
f luorophore . 

■5 10. Procede selon la revendication 9, dans 

lequel R est choisi parmi les derives de la 
f luoresceine, de la bio tine et de la rhodamine. 

11. Procede selon la revendication 1, 2 ou 
0 3 dans lequel le derive, le morpholino-nucleotide 
modifie, ou le terminateur de chaine est le compose (I) 
sous forme de monophosphate. 



12 . Morpholino-nucleotide repondant a la 

5 formule : 
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O 



HO- 



O- 



O 



OH 



OH 



P O 

I 

OH 



Rl 



(I) 



L 

dans laquelle R 1 est 1' adenine et R 2 represente -CH 2 - 
COOH, -(CH 2 ) 4 -NH 2 ou - (CH 2 ) 4 -NH-R 3 avec R 3 representant 
un groupe derive de la f luoresceine . 

13 . Morpholino-nucleotide de f ormule : 

o p o 



HO- 



OH 



OH 



OH 



Rl 



(D 



R2 



et R represente -CH 2 - 



10 dans laquelle R 1 est la thymine ~ 2 

COOH, -(CH 2 ) 4 -NH 2 ou -(CH 2 ) 4 -NH-R 3 avec R 3 representant 
un groupe derive de la f luoresceine . 



15 formule : 



14. Morpholino-nucleotide repondant a lc 



O 



HO P O P O P- 



O 



OH 



OH 



OH 



(I) 



R2 
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dans laquelle R 1 est la cytosine et R 2 represente -CH 2 - 
COOH, -(CH 2 ) 4 -NH 2 ou - (CH 2 ) 4 -NH-R 3 avec R 3 representant 
un groupe derive de la fluoresceine. 



f ormule 



15. Morpholino-nucleotide repondant a la 



HO- 



OH 



OH 



OH 



(I) 



I 

R2 



10 



dans laquelle R est la guanine et R 2 
COOH, -(CH 2 ) 4 -NH 2 ou -(CH 2 ) 4-NH-R 3 ave 
un groupe derive de la fluoresceine. 



represente -CH 2 - 
R representant 



15 



20 



16. Procede de fabrication d'un morpholino- 
nucleotide de formule : 



O 



O 



HO P O P O P o 



OH 



OH 



OH 



Rl 



-N — 



(I) 



R2 



dans laqxielle R 1 represente une base nucleique et R 2 

l'une des formules 



represente un groupe repondant 
suivantes : 

- (CH 2 ) n -NH 2 

- (CH 2 ) n -COOH 

- (CH 2 ) n -NH-R 3 

- (CH 2 ) n -CO-R 3 



-(CH 2 ) n -SH 
-(CH 2 ) n -OH 
-(CH 2 ) n -SR 3 
-(CH 2 ) n -OR 3 
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dans • lesquelles n est un nombre entier allant de 1 a 
12 et R 3 est un groupe derive d'un marqueur, d'une 
proteine, d'une enzyme, d'un acide gras ou d'un 
peptide, la reaction d'un nucleoside triphosphate de 



f ormule 



HO- 



OH 



OH 



OH 



I 

R2 



10 



dans laquelle R 1 a la signification donnee ci-dessus, 
avec un periodate, un compose de formule R 2 NH 2 dans 
laquelle R 2 a la signification donnee ci-dessus et du 
borohydrure de sodium. 



15 de formule 



20 



17. Utilisation d'un morpholino-nucleotide 



O 



o 



HO P O P O P o 

I I I 

OH OH OH 



Rl 



(I) 



R2 

dans laquelle R 1 represente une base nucleique et R 2 
represente un groupe repondant a l'une des formules 
suivantes : 



- (CH 2 )n-NH 2 

- (CH 2 ) n -COOH 

- (CH 2 ) n -NH-R 3 

- (CH 2 ) n -CO-R 3 



-(CH 2 ) n -SH 
- (CH 2 ) n -OH 
-(CH 2 ) n -SR 3 
-(CH 2 ) n -OR 3 
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dans lesquelles n est un nombre entier allant de 1 a 
12 et R 3 est un groupe derive d'un marqueur, d'une 
proteine. d'une enzyme, d'un acide gras ou d'un 
peptide, pour le marquage de fragments d ' ADN ou d ' ARN 
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chargee de Pexamen preiiminaire international le : 



FormulairePCT/IPEA/401 (derniere feuille) (juillet 1998; reimpression janvier 2000) v f ir " otes relatives au formulaire de 

demande d examen preiiminaire international 



-MS »» BLANKS 



PCT 



CHAPITRE II 



Dcmandc 
internationale n° 



FEUTLLE DE CALCUL DES TAXES 
Annexe de la demande d'examen preliminaire international 

Reserve a V administration chargee de F examen preliminaire international 



PCT/FR00/00427 



Reference du dossier du — , <y Ari£: ^ > mT 
deposant ou du mandataire & * WD .5 WiU 1 



Timbre a date de 1* administration chargee de I'examcn preliminaire international 



Deposant 

Commissariat a l'Energie Atomique-Centre National de la Recherche 
Scientifique-MARCIAQ Florence-SAUVAIGO Sylvie-MOURET 

T^n-Fr^nrnic- T^APTFT Tpan-Psml-MOT V Ci niHipr 



Caicul des taxes prescrites 
1 . Taxe d'examen preliminaire 



1 533 Euros 



Taxe de traitement (Les deposants de certains Etats 
ont droit a une reduction de. 75% de la taxe de 
traitement. Lorsque le deposant a (ou tous les deposants 
ont) droit a cette reduction, le montant devant Jigitrer 
sous H est egal a 25% de la taxe de traitement.) 



3. Total des taxes prescrites 

Additionner les montants portes dans les cadres P et H 
et inscrire le resultat dans le cadre TOTAL 



148 Euros 



H 



1 681 Euros 



TOTAL 



Mode de paiement 

Sautorisation de debiter un compte de 
depot aupres de ('administration 
chargee ae Texamen preliminaire 
international (voir plus bas) 



| | cheque 

| | mandat postal 

| | traite bancaire 



| | especes 

| | timbres fiscaux 

. | | coupons 

| | autre (preciser): 



Autorisation concernant un compte de depot (les administrations chargees de I 'examen preliminaire international ne permettent pas 

toutes I 'utilisation de ce mode de paiement) 

L'administration chargee de I'examen 
preliminaire international/ 



j^/j est autorisee a debiter mon compte de depot du total des taxes indique ci-dessus. 

□ (cette case ne peut etre cochee que si les conditions relatives fjiLj comptes de depot etablies 
par I 'administration chargee de I 'examen preliminaire njnljb motional le permettent) 

*- J - J -- ii *— ■* ^ L 4ant manquant - ou a le 

iJ xes indique ci-dessus. 



est autorisee a debiter mon compte de depot de tout 
crediter de tout excedent - dans le paiement du total/i 



2804.0035 



08 aout 2000 



R. SIGNORE 



Numero du compte de depot 



Date (jour/mois/annee) 



Signature 



Formulaire PCT/IPEA/401 (Annexe) (juillct 1998; reimpression janvier 2000) 



Voir les notes relatives a la feuille de caicul des taxes 



^4% 



(Use 



